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It has been several times reported in the papers of this series that 
bivalents or trivalents in Trillium are usually characterized by the 
association of the kinetochores of homologs. In order to warrant 
generalization, this is now being substantiated by our co-workers in 
many other plants including several which have often been vtilized in 
' cytological investigations, such as Fritillaria, Allium and Lilium. The 
resulting data will be published elsewhere in the near future. Even in 
Tradescantia, which is regarded as a balanced heterozygote, the same 
conditions are sometimes met with (Sozpa, unpublished). From these 
findings and others, it is now concluded that (i) kinetochores are homo- 
logous, irrespective of whether they are of homologous chromosomes 
or not; (ii) the pairing of chromosomes starts first at the chromatid 
proper (‘“genonemata”) and after that the kinetochores (essentially 
“kinetonemata”) are paired passively; and (iii) the opening-out likewise 
commences first at the chromatid proper and later at the kinetochores. 
On the ground of these new conceptions about the kinetochore, it will 
not be surprising to see that kinetochores of non-homologous chromo- 
somes happen to pair on some occasions, thus giving rise to unusual 
multivalents. 

' The present paper deals with this phenomenon, which will, for the 
sake of brevity, be referred to hereafter as non-homologous kinetochore 
association. 

Observations. 

Since no literature was found about this phenomenon, observations 
and records seem so far to have been restricted solely to those obtained 
in our laboratories. The following is an account of our observations on 
this matter given under seperate headings for the two species, 7’. Hagae 
and 7’. kamtschaticum, and in chronological order. 
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I. Trillium Hagae (a triploid species). 

1. The first record of this phenomenon was made in 1943 by Mar- 
suuRA (No. 18 of this series, see Fig. C) in one pollen mother-cell of 
T. Hagae. In it a trivalent of the A chromosomes and a bivalent of 
the B chromosomes associate together by means of kinetochore pairing, 
forming a peculiar pentavalent. At that time this was considered to be 
due to reciprocal translocation between certain of these chromosome arms. 

2. In 1944, several cases of the same phenomenon were recorded 
by Matsuura and Takizawa (No. 20 of this series) in the same material. 
Here the non-homologous kineto- 
chore association was found in 
the following combinations: A1-Cr1, 
Br-Er1, An-Ei, Cu-D1r, C1m-D1 and. 
probably Ani-D11, one instance of 
each being encountered. Such fre- 
quent occurrence of this sort of 
association among different chro- 





Fig. 1. A case of non-homologous kineto- 
chore association in 7’. Hagae. The chromo- 
some combination is A11-D1. The AItt is of 
the K’-type, and it is these paired kineto- 
chores to which the kinetochore of the D 
univalent is associated. The double arrow 
indicates the region of association of these 
kinetochores and the single arrow the 


mosomes made us skeptic as to 
the interpretation based on reci- 
procal translocation. It was then 
postulated that some unbalanced 
conditions of kinetochores due to 
triploidy may bear a certain cau- 





unpaired kinetochore of the A. x 1560. 
sal relationship to the occurrence 


of this event, because this sort of association had so far been ob- 
served solely in 7’. Hagae which is triploid. 

3. In 1947, the junior writer made some observations on the same 
material. Several plants were put in a green house of about 20° C, when 
their pollen mother-cells were in an early stage of meiosis. In this 
material whose meiotic processes were thus accelerated, he found many 
instances of non-homologous kinetochore association in their cells at 
the first metaphase. They were: Aui-Bu, Au-Bu, Au-Cu, At-C1, 
Ar-Cr, Atmm-Du, Am*-D1, An-En, An-E1, Bu-Du, Bu-Enmt, Br1-E1, 
Du-E1, each once, and Cu-Dir, twice. These trivalents and biva- 
lents are all of the K type, that is, those in which their three or two 
kinetochores associate together, excepting one case of the trivalent A, 
marked above by an asterisk, which is K’ m1, two of the three kineto- 
chores being paired normally and the remaining chromosome being 
conjugated by means of a chiasma (Fig. 1). 


II. Trillium kamischaticum (a diploid species). 
In two seasons (1945 and the following year) several plants of 
T. kamtschaticum were subjected to high temperatures when they were 
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in late diplotene in. the anthers, with the aim of testing whether the 
present phenomenon is caused by a certain type of kinetochore unbalance, 
since the occurrence had so far been found in either triploid plants or an 





Fig. 2. Fig. 3. 
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Fig. 4. 
Figs. 2-4. Illustrating some cases of numerical aberrations of chromosomes found in 
pollen mother-cells of 7’. kamtschaticum under normal conditions. 2, an autotetraploid 
cell. 3, a hypoploid cell with only three bivalents, A, C and D. 4, a hyperploid cell 
having an extra E bivalent in addition, found in a translocated plant. Note the extra 
E bivalent whose contour and inner structure are somewhat different from the other 
normal ones, showing reduced condensation of chromosome matrix, reduced property of 
spiralization of chromonemata and reduced repulsion between the paired chromatids as 
compared with the other chromosomes in which the separation is already accomplished. 

<1800. 


unbalanced translocation plant (No. 25 of this series), or whether by 
some alteration in the physiological properties of kinetochores during 
meiosis. The latter might bear some relationship to the effects of 


19* 
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abnormal temperatures, especially on the velocity of meiotic prophases. 
The data to be presented here were obtained by the junior writer. 

Before going further, some remarks may be made on this material. 
The plants employed here were obtained from a population at Samani, 


Hokkaido (collected in June, 1944), and a total of twenty three plants 
was karyologically studied. Excepting two plants (Nos.1 and 23) 
which are translocation heterozygotes, they were shown to have the 
normal complement of five pairs. However, the plants from this locality 
seem to differ from those of other populations in yielding some abnormal 
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pollen mother-cells; although very rarely, fragmentation and fusion of 
chromosomes, both hyper- and hypoploid pollen mother-cells, and 
tetraploid ones were met with (Figs. 2—4). With respect to numerical 
aberrations of chromosomes (excepting autotetraploidy), several cases 





Figs. 5-7. Illustrating some cases of non-homologous kinetochore association found in 
material of heat treated 7’. kamitschaticum. 5, association of Au-Dit (from plant No. 4), 
6, association of three bivalents, B, C and D (from plant No. 13); 6a, sketch of configuration 
shown in 6; 7, the complete set of chromosomes in a pollen mother-cell (from plant No. 11), 
representing two cases of association, Alt-Dir and Bii-Ciur, and a free bivalent of the E; 
7a, diagrammatic drawing of configuration shown in 7. Double arrows indicate regions 
of non-homologous kinetochore association, and single arrows free kinetochores. x 1500. 


were recorded, among which the following five cases permitted an 
indubitable identification of individual chromosomes: (i) in each of four 
pollen mother-cells in a group (No. 4 plant), the complement was shown 
to be An + Br -+- Cr + Dn + En, thus lacking one homolog of the 
C chromosomes; (ii) in the neighborhood of the above cells on the same 
slide, one cell showed a configuration involving Am + Bn 4- Du 
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Dn + En, an extra Dir taking the place of Cu; (iii) in the same 
plant another cell showed Am + Bu + Cu + Cr + Du, an extra C1 
taking the place of E11; (iv) in one cell from another plant (No. 2), the 
complement was Am + Cu + Du (Fig. 3), lacking both Bn and En; 
and (v) in one cell from a translocated DE plant (plant No. 23) there 
was present a hyperploid condition of DE + Au+ Bu + Cn + En 
(Fig. 4), an extra bival- 

ent of the E chromoso- — 


Table 1. Relationship of heat treatment to the occur- 
mes being added to the 
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Days elapsed complete complement. 
Feat diplotene Presence or absence Jt may be presumed 
Es ssi that these aberrant com- 
plements were due to 
12 0 5 none non - disjunction during 
: - 4 27 archesporial mitoses as 
4 20 I present evidenced by the case 1 
5 10 3 none in which the four cells 
6 10 3 present ; 
(only one case) i @ group showed the 
7 20 2 present same abnormality. But 
: = ——. in spite of this, the last 
10 10 3 present one is unique and far 
(two cases) beyond our usual con- 
= = : aie ception of non-disjunc- 
13 20 1 present tion, because normally 
Ha = : Aad this plant has only one 
931 20 9 et normal E chromosome 











in its complement, and 
accordingly in order to 
yield the normal E bival- 
ent in addition, the same 
non-disjunction of the E chromosome must take place twice in the same 
direction. On the basis of chance alone this is improbable. Though 
we are not yet aware of the exact causation of these abnormalities, they 
are considered to be worthy of mention because some unknown physio- 
logical factors may have been operating, for instance, abnormally high 
or low viscosity of protoplasm. And in this sense these abnormalities 
might bear some relation to the phenomenon at issue, i.e., the association 
of non-homologous kinetochores. 


In the present study, sixteen plants among the total twenty three 
from this population were subjected to high temperatures. The rate 
of speeding up of meiotic division was measured by the number of days 
elapsed from the time of initiation of heat stimulus, i.e., late diplotene, 


1 These two plants are translocation hetero- 
zygotes. Further data from plant No. 23 will be 
published elsewhere. 
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to first metaphese!. Of them, nine plants were ascertained to have 
multivalent complexes due to non-homologous kinetochore association 
(Figs. 5-7). It was, however, very difficult to treat these on a statistical 
basis, because their frequency was very low. In Table 1, therefore, 
only the presence or absence of these aberrant forms was marked. 
Judging from the number of days from diplotene to metaphase, an 
acceleration of meiotic division is certainly correlated with the occur- 
rence of this phenomenon. In the plants in which it took more than 
four days to reach metaphase, no such ab- 

normal configuration was detected (plant Table 2. Combinations of bival- 
Nos. 1, 8 and 9), and in those of the three 8 involved in non- 














day class, either few or none were recorded masa pag See 
(plant Nos. 5, 6 and 10). The remaining , 
one day and two day classes all indicated Combinations | ¥requen- 
the occurrence of this abnormality (plant 
Nos. 2-4, 6, 7, 10-15). In this connection, An-Bn..... ll 
it may be mentioned that in the two trans- pel e182 este 3 
location heterozygotes, one (plant No.1) ankEn..... 0 
had been kept in the field and its meiotic Bu-Cu..... 7 
divisions took place under the snow, while ents ee 3 ° 
the other (plant No. 23) was subjected to Cn-Dno.... . 3 
high temperature, and as mentionedabove, Cu-Em.... . 2 
ais ire Dun-En. .... 5 
this kind of association was found rather 4jnyBncn | | 2 
abundantly in the latter whereas it was Au-Bu-Du . 5 
completely absent in the former, a fact raat ito ; 
verified by close observations onfivehund- 4y-Cy-Dr-En . 1 
red complete cells of the latter and about Total 81 





two thousand cells of the former. 


The combinations of chromosomes involved in non-homologous 
kinetochore association are various (Table 2). Their distribution in the 
total 81 cases observed (excepting those in the translocation hetero- 
zygote), seems to indicate random assortment of chromosomes, nearly 
all possible combinations having been found. In addition to the com- 
binations of two bivalents, there were four different combinations of 
three bivalents and one combination of four bivalents. We expected to 
meet with the extreme case where all the bivalents of the complement 
are involved in kinetochore pairing, but failed to detect it in the present 
material. However its possibility may actually be realized, we believe, 
in the near future by further studies in a larger scale. 


1 Fixations were made 2s soon after treatment as the first metaphase was 
reached. Observations were made on aceto-carmine slides pretreated in various 
ways, described elsewhere (Nos. 18 and 21 of this series). 
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With respect to the causation of the present phenomenon, we are 
not yet in a position to say what forces are operating here. It may 
however be presumed that there is certain relationship of its occurrence 
to the acceleration of meiotic processes due to high temperatures, as 
shown by the above data. In this connection, it is pertinent to mention 





Figs. 8-10. Representing some of effects of high temperature on meiotic chromosomes. 
These figures were taken from one and the same individual. 8, the chromonemata undergo 
synizesis and begin to spiralize in an irregular manner. 9 and 10, they come out as separate 
ehromosomes, some of which are bivalents, some univalents and the others multivalents by 
means of non-homologous kinetochore association (indicated by arrows). Note that some 
portions of chromosomes undergo incomplete spiralization and are severely stretched out, 
especially at the kinetochore regions. Perhaps these cells are at a stage corresponding to 
first metaphase, skipping over diakinesis. x 1300. 


here the unpublished work carried out in 1946 by Dr. T. Haga, one of 
our co-workers. Several plants of 7’. kamtschaticum which had been 
coliected at Shizunai, Hokkaido, were subjected to 25° C at the time when 
their pollen mother-cells were in mid-diplotene, immediately after their 
transfer from a field deeply covered by snow. This sudden change in 
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temperature seems to have brought about some serious upsets in the time 
correlation between the various processes responsible for the internal 
and external mechanics of the chromosomes. First it was noted as an 
outstanding feature that with the heat stimulus the chromonemata 
suddenly undergo synizesis and tend to be accelerated in their spirali- 
zation. Secondly, the kinetochore-spindle mechanism appears to be 
upset, the division of kinetochores accelerating in various ways; some 
cells contain twenty chromatids (monads) irregularly scattered, and 
others are characterized by ten dyads which also show no regular orien- 
tation. The later microsporogenesis takes place in very irregular ways. 
Since the detailed a¢count of such effects of heat: treatment on meiotic 
division will be given on another occasion, it will be mentioned here 
only that in cases where the synizesis and spiralization were greatly 
accelerated, as shown in Fig. 8, some multivalents with chromosomes 
associated at the kinetochore regions were often met with (Figs. 9 and 
10). The identification of the individual chromosomes partaking in 
these associations could not be made with certainty because the irregula- 
rity and incompleteness in the formation of double coiled structure and 
extreme stretching out of some chromonema parts, especially the kineto- 
chore regions, rendered the comparison of chromosome lengths very 
difficult. But it is certain that these irregularities are not restricted to 
any definite chromosomes,. but occur in various members of the com- 
plement. 


The senior writer has obtained further data on this phenomenon in 
the translocation heterozygote plant No. 23 and in another so-called 
“sticky” plant. These will be published elsewhere as Nos. 25 and 29, 
respectively of this series. 


Summary and Conclusions. 

The above data may be summarized as follows; (i) non-homologous 
kinetochore association may take place under certain conditions of 
pollen mother-cells, (ii) no specific attraction exists between any of the 
pairs of kinetochores, the combination of these pairs being entirely 
random, and (iii) there seems to be a certain relationship between the 
non-homologous kinetochore association and the speeding-up of meiotic 
prophases. 

Now some remarks may be made on these findings. First, all these 
findings verify the principle that the kinetochores are all of the same 
structure, irrespective of the chromosomes to which they belong; in 
this sense, they are all homologous to each other. Accordingly if given 
the opportunity all the kinetochores will be mutually attracted and 


come together in a single association. This assumption is fully in 
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accordance with the findings from the translocation heterozygotes 
(plants Nos. 1 and 23), where whole arms of particular chromosomes are — 
reciprocally translocated (studies Nos. 25 and 26 of this series to be 
published later). In these plants the four chremosomes, two of which 
are normal and the other two the translocated ones, usually form a 
quadruple complex in which all the four kinetochores are associated 
together. This must imply that in this case non-homologous kineto- 
chores come together obligatorily and passively. In this connection, it 
is interesting to note further the fact that in the so-called “permanent 
prophase” nuclei of salivary glands of some Drosophila species, all the 
chromosomes are fused at their kinetochores into one central undifferen- 
tiated mass, making a chromocenter. Perhaps this means that in these 
nuclei there was enough time to bring forth the intimate association of 
non-homologous kinetochores. 

Secondly, the epportunity for such association seems to occur in 
diplotene, as the above heat experiments indicate!. Usually there is 
a second contraction stage at this time, in which all the bivalents of the 
complement tend to contract together within the nucleus, and it is in 
this stage that the matrical substances begin to accumulate around 
kinetochores (“kinetochore matrix’’, cf. No. 13 of this series). If this 
accumulation takes place rapidly, the kinetochores of non-homologous 
chromosomes may be fused together, being included by the common 
matrical substances and having no time for separating from each other 
as in normal cases. 

Thirdly, there seems to be a certain relationship between the occur- 
rence of this association and the chromosome length. In Table 3, the 
above data in 7’. Hagae and 17’. kamtschaticum are rearranged with 
respect to the pairs of chromosomes involved in the association. If the 
assortment is purely a matter of chance, each combination is expected 
to occur in equal frequency. Contrary to this expectation, the combi- 
nations involving larger chromosomes seem to occur more often than 


Table 3. Combinations of chromosomes involved in non-homologous kinetochore 
association in 7’. Hagae and 7. kamtschaticum (abbreviated as 7. H. and 7. k., 


respectively). 
Material A-B | A-C | A-D | A-E | B-C | B-D | B-E| C-D | C-E| D-E| Total 









































PEs 8 STS 4 3 3 — yl 3 + —j1 22 
+ LI “ERI, 19 {15 {19 2 {11 |14 | 12 6 | 3 6 107 
Total. . .. {22 |19 |22 5 j1ll |15 {15 |10 | 3 7 129 
Percentage . | 17,1] 14,7] 17,1] 3,9 | 8,5|11,6]11,6] 7,8] 2,3 | 5,4 | 100,00 


1 According to McCuintock (’33), in Zea mays such association of non-homo- 
logous kinetochores may occur at pachytene, but it does not continue into the 
diakinesis stage. 
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those involving smaller ones, although the data are too few to determine 
this relation in numerical terms. If this be granted, this may be a matter 
involving the movement of chromosomes after diplotene. As suggested 
in the foregoing, the non-homologous kinetochore association takes place 
during diplotene, perhaps at the second contraction stage, and each 
chromosome in a complement may differ as to the time of entering 
into diakinesis, smaller ones being expected to come out from the 
contraction earlier than larger ones. In other words, larger chromosomes 
have more chance for associating together as compared with smaller ones. 

Fourthly, it may be said that certain unbalanced conditions of the 
kinetochores in a nucleus may have some influence on the occurrence 
of this phenomenon. As shown in the above data, this kind of associa- 
tion tends to occur more easiiy in triploid Hagae than in diploid 
kamtschaticum. And furthermore, as will be fully shown later, in the 
translocation heterozygote No. 23, the non-homologous associations 
involving the kinetochores of the translocation complex (that is, the 
four paired kinetochores) occur more frequently than those involving 
the kinetochores of the free bivalents. It may be inferred then that the 
closely grouped kinetochores exert a greater attraction, though its real 
nature is yet quite obscure. 

In conclusions, it may be said with assurance that the non-homologous 
kinetochore association is an essentially random phenomenon as to the 
chromosomes involved in this event, which may however be modified 
to a certain degree by the unbalanced conditions of the kinetochores in 
a nucleus and the difference in chromosome size. Their association is 
brought about in a passive way. This conclusion favors the previous 
view that in normal bivalents the pairing usually starts at the chromo- 
some ends and that kinetochores do not play a dominant role in initia- 
ting such pairing. This supports the view of McCuinrock ('33) and 
is opposed to SmirH and Booruroyp (42) who insist that the kineto- 
chores have an initial advantage in pairing. 
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During the course of the present series of investigations, several 
peculiar configurations of bivalents or trivalents were met with, which 
seem to be significant for some fundamental problems of meiosis. 
These were occasionally encountered and recorded in various slides 
studied during the years 1945—-1949. In the present paper, I intend 
to bring together these scattered records and to interpret them on the 
principles adduced in my earlier papers. These peculiar configurations 
are like “puzzle” problems to cytologists, the solution of which is 
dependent on their standpoint concerning the interpretation of the 
nature of chiasmata and of chromatids composing bivalents or multi- 
valents, and the behavior of kinetochores. They will be of interest in 
affording some clues to determine which view is right—the chiasmatype 

‘theory vs. the neo-two plane theory’. 


Observations. 
The configurations to be presented here are those taken from 
Trillium Hagae (3x, 2n=15), excepting one case—case 8—which was 
obtained from 7’. kamtschaticum (2x, 2n=10). 


Case I. 

Material. T.Hagae from Shiraoi, Hokkaido. The rhizomes employed were 
kept during early stages of meiosis in chambers at high temperatures ranging from 
18° C. to 26° C., in order to accelerate the velocity of meiosis. The figure in question 
(Fig. 1) was obtained from an aceto-carmine slide pretreated with 0-1 mol glucose 
solution for three minutes. 

The following configuration, Fig. 1, illustrating the interlocking 
within a single bivalent—internal interlocking or more simply “intra- 
. locking’’—will be of significance as offering a supplementary example 


1 Acknowledgments. I wish to express my sincere graditude to Professor 
F. ScurapDer of Columbia University for reading and criticizing the manuscripts 
and facilitating the publication. I am also indebted to Mr. M. KuraBayasuH1 of 
my laboratory for use of certain of his slides. 























Chromosome studies on T'rillium kamtschaticum Patt. and its allies. XXIII. 285 


throwing some light on the question of double interlocking which was 
dealt with elsewhere (No. 17 of this series). In this figure, the two arm 
pairs of the A bivalent, each forming a terminal chiasma loop, are 
interlocked with each other, and there are interstitial chiasmata lying 
close to and on both sides of the paired kinetochores. 

The configuration seen seems to favor the view of the neo-two plane 
theory of chiasma formation which was applied to double interlocking 
in a previous paper (I. c.). Let us assume here that at the time of 
pairing the arrangement of the chromosomes in question is like that 
represented in Fig. 3, that is, one of the homologs, here the A chromo- 
some, bends so that its two arms cross each other. In such a situation, 
the pairing with its homolog along the whole length may take place 
in the following three different ways: (i) parallel pairing (Fig. 4), 
resulting later in no entanglement, (ii) encireling pairing (Fig. 5) which 
may sometimes result in false interlocking in which both the arm 
pairs are involved, (iii) crosswise pairing (Fig. 6) which may give rise 
to either false interlocking (viz. insertion of one arm in the loop of the 
other pair) or true interlocking. Since the chromatid alignment in the 
last case is like that represented in Fig. 7, the interlocking within the 
same bivalent will occur when both arm pairs are provided with inter- 
stitial or terminal chiasmata lying distally to the intertwining point, as 
illustrated in Fig. 8. But for the retention of this interlocking those 
distal chiasmata alone will be insufficient, because the interlocking 
might easily slip apart by metaphase around the paired. kinetochores, 
the latter acting like an articulation. In order to prevent such slipping 
apart, there must be interstitial chiasmata in the regions proximal to 
the intertwining point, either in both arm pairs or in one of them. 
Fig. 1 represents both the arm pairs provided with such proximal 
chiasmata. And actually later Mr. M. Kuraspayasui found a similar 
internal interlocking in a trivalent of the A chromosomes (Fig. 2), in 
which only one of the arm pairs involved in the interlocking was provided 
with such a chiasma. Since it is clear that the opening-out of the loops 
involved in interlocking took place in the reductional plane, that of 
these neighboring proximal chiasma loops would have naturally been 
equational. 

Although it is certain that interlocking is a result of the derangement 
of chromosomes prior to pairing, the problem is whether two loops 
around an interstitial chiasma can be locked together or not. If the 
central joint point of self-locked bivalents were a real chiasma, as 
DaR.ineTon claims, this would be taken as an evidence supporting 
the chiasmatype theory. But the facts clearly indicate that the central 
connection is due to the paired. kinetochores, and hence there remains 
no doubt about the interpretation based on the neo-two plane theory. 
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The first case of such internal interlocking was reported as early 
as 1922 by GELEI in Dendrocoelum. Later GAIRDNER and DARLINGTON 
(1931) discussed the possibility of such interlocking in Campanula, and 
actually some cases were found by KoLuer (1936) in Dasyurus and by 





8 
Figs. 1-8. Representing internal interlocking in 7’. Hagae (Figs. 1 and 2) and diagrammati- 
cally illustrating the way of its formation (Figs. 3-8). 1 self-locked A bivalent; 2 self- 
locked A trivalent; 3 supposed arrangement of a chromosome pair prior to pairing; 4—6 
three possible ways of pairing along the whole length of chromosomes; 7 chromatid arrange- 
ment in a pairing condition like Fig. 6; 8 internal interlocking resulting from it which 
may however split apart by metaphase by means of rotating movement of the loops. 
K kinetochores; x interstitial chiasmata. 





SmitH and Booruroyp (1942) in T'rilliwm, and these authors all adopted 
the chiasmatype theory to interpret them. With respect to double 
interlocking or interlocking of similar implication, several cases were 
demonstrated; by MatueErR (1935) in Lilium regale, by Uprcorr (1936) 
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in Eremurus spectabilis, by Brau (1936) in Lilium elegans, by StRauB 
(ea OEHLKERS 1937) in Gasteria strigosa, by BENNETT (1938) in Fritillaria 
chitralensis, by SM1TtH and BootruroyD (1942) in Trillium erectum, and 
by Matsuura (1944) in Trillium Tschonoskii. Of these, the case des- 
cribed by SmirH and BooTturoyp is the only one in which the chromatids 
and the position of kinetochores could be traced and demonstrated to 
be true chiasma interlocking. In spite of close investigation, however, 
I could not find any case of such true chiasma interlocking in 7. T'scho- 
noskii; instead I found four cases in which the two arms of bivalents—the 
A bivalents in all cases which are the longest within the complement— 
were locked by loops of other bivalents around the paired kinetochores. 
It is noteworthy that recently I could record a similar case in 7’. kam- 
tschaticum, in which one arm pair of the A bivalents was locked with 
two: adjacent loops of the B. Here too the central connection of the B 
was the paired kinetochores. Thus the data so far recorded in my 
laboratories—seven cases in total including both double interlocking 
and internal interlocking—show no exception to the principles previ- 
ously adopted by me. 
CasE 2. 

Material. T.Hagae from Shoya, Hokkaido. Plant No. 5. Control. From an 
aceto-carmine preparation pretreated with the mixed solution of KCl (1 mol), 
NaNO, (1 mol) and water in volume percentage of 27, 8 and 65 respectively, for 
2 minutes. 

The following configuration, Fig. 9, seems to involve the very rare 
occurrence of a triple chiasma which is here combined with the formation 
of a chromatid bridge (dikinetic) and a fragment (akinetic). In this 
trivalent of the D chromosomes, the six chromatids have originally 
opened out equationally at one point, forming the so-called triple 
chiasma (Fig. 10), and chiasma breakage followed by chromatid reunion 
has occurred in such a way as represented in Fig. 11. The mode of 
reunion of the chromatids operated here is of the Y type as described 
elsewhere (No. 19 of this series and also case 3 in the present paper). 
This interpretation is based on the assumption that three homologs may 
sometimes simultaneously associate together at the pairing stage 
(cf. Fig. 7, Plate I in No. 18 of this series). 

The above configuration can thus easily and simply be interpreted 
on my views of chromatid assortment and crossing-over. How would 
it be when one adopts the chiasmatype theory? On the ground of this 
theory, such a multiple chiasma is assumed to result from terminalisation 
of preexisting interstitial chiasmata and furthermore the formation 
of bridgés and fragments is interpreted on the assumption that the 
material employed is an inversion heterozygote and there occurred 
a single crossing-over in the inversion segment. I wonder, however. 
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how these two hypotheses could be reconciled with each other. First, 
it must be pointed out that here too, as in cases previously reported, 
the whole configuration is symmetrical, that is, the fragment is com- 
posed of two equal parts. On the inversion theory this implies that the 
crossing-over took place in the middle point of the inversion segment. 





Figs. 9-13. 9 triple chiasma in a D trivalent of 7. Hagae combined with chiasma breakage. 

10 supposed arrangement of chromatids prior to chiasma breakage. 11 chromatid reunion 

after breakage. J? and /3 interpretation based on the inversion hypothesis; 12 pairing 
situation and 13 opened-out configuration. 


However there is no reason to assume that the crossing-over is liable 
to occur at the middle point of the inversion segment. Secondly, even 
if this be granted, however; how could the fragment be paired with 
the chromatids from the third chromosome which should not have been 
involved in the crossing-over ?. Thirdly, even if the additional assumption 
be made that another chiasma was formed between this chromosome 
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and the inversion segment at a point adjacent to the former chiasma, 
as represented in Fig. 12, the resulting opened-out configuration will 
be such as shown in Fig. 13 and never like that under discussion. 


CAsE 3. 


Material. T. Hagae from Shiraoi, Hokkaido. Control. From an aceto-carmine 
preparation pretreated with the mixed solution of KCl (1 mol), NaNO, (i mol) and 
water in volume percentage of 25, 10 and 65 respectively, for 2 minutes and a half. 
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Figs. 14—17. Illustrating the “reversed Y” type of chiasma breakage. 14 chromatid 
breakage and reunion at a chiasma region in a bivalent of the D (7. Hagae). Note broken 
ends indicated by arrows. The upper broken point is less conspicuous than the lower one, 
probably indicating a more advanced stage in restoration after breakage. 15 supposed 
configuration prior to chiasma breakage. 16 diagrammatical representation of chromatid 
reunion giving rise to the Y type (reproduced from Fig. E 4 in No. 19 of this series). 
17 reunion giving rise to the “‘reversed Y’’ type. Note that the mechanism of reunion 
is just the same as in Fig. 17, differing only in cutting off a distal free arm portion instead 
of a proximal one. 


In a previous paper (No. 19 of this series), I described three types 
of chiasma breakage, that is, the X, Y and O types. As to the Y type, 
it was assumed that the reunion of the broken ends b and d, Fig. 16, 
took place in one arm before the division of matrix develops inwards 
over the chiasma region, and the secondary division of matrix, xy, cut 
off one proximal arm. I must say here, however, that another possibi- 
lity escaped my notice, that is, the possibility of reunion of either 
a’-b’ or c’-d’, cutting off thus one free distal arm (Fig. 17). This possibi- 
lity would seem, however, to be of rarer occurrence, because the division 
of matrix is assumed to be initiated usually from the distal ends. 


20 


Chromosoma, Bd. 4. 
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The configuration as represented in Fig. 14 is just what is expected 
from this sort of chiasma breakage. This type is essentially the same 
as the Y type, although the resulting configuration is apparently quite 
different. The present type may then be called the “‘reversed Y” type. 
It must be noted in this configuration that there still remain broken 
ends in the two chromatids (as indicated by arrows in Fig. 14). The 
existence of such broken ends in the chromatids which are superficially 
not related to the formation of the chromatid loop and the fragment 
was also demonstrated in some figures described earlier (especially in 
a bivalent of the E, Fig. 6, Pl. 7, No. 19 of this series). These broken 
ends could not be understood at all on the basis of the inversion hypo- 
thesis. On the basis of the chiasma breakage hypothesis however, they 
are assumed to indicate the simultaneous breakage of the four chromatids 
at the chiasma region while a certain distortion in the chromatid 
arrangement accompanying the breakage has hindered the reunion of 


some of these broken ends. 





Fig. 18. Representing chromatid interlocking found in 7. Hagae. The D is caught by the 
chromatids of the B. 


Case 4. 

Material. The same as in the foregoing case. 

This case (Fig. 18) represents an example of chromatid interlocking; 
one arm of the D bivalent is passing through each of two pairs of chroma- 
tids of a chiasma loop of the B bivalent. It is seen that the arrested 
portion of the D arm shows unpaired and extremely elongated chroma- 
tids, and the arresting chiasma loop of the B can not open out normally 
wide. Such a configuration would be untenable on the chiasmatype 
theory which claims that the paired chromatids are always in the sister 
relationship, but it may be quite simply interpreted on the basis of the 
neo-two plane theory by assuming that (i) one of the D chromosomes 
having overlapped at a certain point one of the B chromosomes prior 
to pairing was caught during pairing of the B in such a way that the 
D arm protruded through them, and (ii) the surrounding B chromosome 
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pair has opened out in the equational plane. This second assumption 
is possible but of rare occurrence, because as previously suggested 
(cf. Fig. 2 in No. 18 of this series), the encircling chromatid pairs usually 
undergo the opening-out in the reductional plane, owing to non-pairing 
at the entanglement point. However the rare possibility is conceivable 
that there is an equational opening-out in this portion. And in this 
case, the chromosome involved in this penetration will impose some 
hindrance to the free movement of the surrounding chromatid pairs. 
This seems to be the reason why the loop involved in this entanglement, 
as seen in this figure, is not so widely opened-out as normally is the case. 

Several other configurations like the present one or of similar impli- 
cations have been obtained in our laboratories, but it will be enough 
to-cite the present case as their representative. 





LS 
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Figs. 19-21. Another case of chromatid interlocking found in X-rayed material (7. Hagae). 

19 a trivalent:of the D chromosomes in which one arm is caught by a chromatid loop. 

20 supposed pairing situation. In this diagram only long arms are represented; left-hand 

circles represent kinetochores. 21 the mode of disjunction of paired kinetochores and 
chromatid parts—all equational in this case. 


CasE 5. 

Material. T. Hagae from Shiraoi, Kokkaido. X-rayed at prophase of PMCs 
(January 15, 1948); 100r (19.5r per minute), filtered by Cu and Al filters, at the 
distance of 30 cm. The following configuration was obtained from an aceto-carmine 
preparation pretreated with the mixed solution of KCl (1 mol), NaNO, (1 mol) 
and water in volume percentage of 27, 8 and 65 respectively, for 2 minutes. 

The present case represents another type of chromatid interlocking 
in which only one chromatid pair is involved. In this trivalent of the 
D chromosomes, Fig. 19, one arm portion is caught by a chromatid 
loop of another chromosome. The existence of such a chromatid loop 
could not be explained on the chiasmatype theory. 

It is clear that the chromatid loop and the fragment (lying on the 
right lower side in this figure) are those induced by irradiation, and the 
asymmetrical figure of the fragment indicates that the induced aber- 
ration is due to “two hits”. Furthermore it may be inferred that the 
chromatid loop in question is one that resulted from the equational 
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opening-out. The protruding chromatid pair is the arm portion which 
opened out in the reductional plane. Considered in this way, the three 
kinetochore pairs are those which all disjoined equationally. 

Now let us assume the original pairing situation of these three 
chromosomes to be that represented by Fig. 20. In this, all the kineto- 
chores are completly associated and all the chromatids of these chré- 
mosomes are also paired throughout a certain length—a possibility 
which was already in paper No. 18 of this series. Two of the chromo- 
somes (composed of chromatids 2 and 2’, and 3 and 3’ respectively) 
have each one chromatid break which was followed by a reunion of 
the nature of a reciprocal translocation—a possibility already demon- 
strated in the previous work on chromosome aberrations induced by 
X-rays (No. 9 of this series, cf. its Fig. 10). Furthermore it is assumed 
that owing to a certain type of entanglement in the chromosome arrange- 
ment at the pairing stage, the third chromosome (chromatids 1 and 1’) 
is inserted into this chromatid loop, disturbing the pairing in this region. 
The association of kinetochores and chromatid parts is considered to 
be one like Fig. 21, all six lying in a circle—a suggestion already made 
in my previous works (Nos. 3 and 18 of this series). In such a pairing 
condition, the equational disjunction of kinetochores, 1 and 3’, 1’ and 2, 
and 2’ and 3, will give rise to the configuration at question. 


CasE 6. 

Material. The same as in case 2. 

The following configuration of a trivalent of the C chromosomes 
shows a peculiar feature owing to a certain heteromorphism in its compo- 
nents. Such karyotypic polymorphism in 7’. Hagae, especially of the 
C chromosomes, has already been demonstrated in our laboratories 
(No. 20 of this series). Although in the present individual, the analysis 
of its somatic chromosomes has not yet been made, it was inferred from 
meiotic metaphase configurations of the C chromosomes that the three 
homologs are different from each other; the first one is of normal length, 
the second has in its long arm an extra heterochromatic part of a certain 
length in the neighborhood of the kinetochore, and the third has the 
short arm slightly longer than the short arms of the other two, and 
the long arm similar to the second one (Fig. 23). 

Based on the chiasmatype theory, the present configuration, Fig. 22, 
would be taken as favoring the view that the kinetochores have dis- | 
joined reductionally and, besides a crossing-over in the long arms, a 
single crossing-over took place between the kinetochore and the differen- 
tial part of the short arm, the resulting chiasma having been termina- 
lized and giving rise to a symmetrial “lateral” chiasma (ef. DARLINGTON 
1937, p. 261). This would be unobjectionable, of course, if the dis- 
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junction of kinetochores were always reductional, but as shown by the 
foregoing trivalent cases, they may divide equationally as well. If it 
be granted that the three homologs associate together along their whole 
length, including the kinetochores (Fig. 23), and at diplotene, the 
chromatids of the short arms open out reductionally in chromosome 1 
and equationally in chromosomes 2 and 3,—the chromatid assortment 
being 1-1’, 2-3’ and 2’-3—and those of the long arms separate all 
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Figs. 22—25. 22 a case of the so-called “‘ lateral’? chiasma (indicated by arrow) in a trivalent 

of the heteromorphic C chromosomes (7'. Hagae). 23 supposed pairing situation of the 

three homologs which differ from each other in the possession of an extra part in the short 

arm of the third chromosome and of an extra part each in the long arm of the second and 

the third chromosome. 24 a mode of two-by-two opening-out. 25 diagrammatical illu- 

stration of the assortment of chromatids in the same configuration in the short arms 
(Fig. a) and in the long arms (Fig. b). 


equationally in their homologous parts—the assortment being 1/-2, 
2’-3 and 1-3’—(Figs. 24 and 25), one will get the configuration presented 
here. 





CasE 7. 
Material. The same X-rayed material as in case 5. 


The complexities of the present configuration of a D trivalent stem 
from the fact that one of the chromatids is dikinetic and its monokinetic 
partner is slightly longer than the normal chromatid, and that through 
these chromatids a long fragment is penetrating (Fig. 26). It is clear 
that here we are dealing with some unique translocation processes, in 
which all the four chromatids of these two chromosomes are involved, 
instead of only two chromatids as in more usual cases. For such breakage 
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and recombination of the chromatids, it will be necessary to assume a 
special arrangement of the chromosomes. The simplest interpretation 
of the present configuration will then be found by assuming that (i) prior 
to pairing, the first chromosome had a loop in its long arm, and the 
second chromosome happened to protrude through this loop at the time 
of the pairing movement thus making the pairing in ‘the loop region 
impossible (Fig. 27), (ii) at the point of union of these chromosomes, 
all the chromatids underwent breakage by X-ray radiation, and (iii) the 
resulting twelve broken ends reunited in such a way as is illustrated in 
Fig. 28. Thus the stretching of the loop chromatid followed by the 
compelled opening-out of the proximal part of the sister chromatids 


4S) eee 


Figs. 26-28. 26 an unique trivalent of the D chromosomes (7. Hagae), characterized by 

chromatid interlocking. 27 supposed arrangement of the chromosomes prior to pairing. 

28 chromatid breakage and reunion at the joint point. In Figs. 27 and 28, the third 
chromosome non-relevant to the present complications is ommitted in drawings. 





of the second chromosome and further slight movement of the fragment 
into the resulting delta region will give rise to the present: configuration. 
Breakage (and rejoining) of the chromatids, however, might not neces- 
sarily have been caused by X-radiation; it might equally be caused 
by the same mechanism as the chiasma breakage (No. 19 of this series). 
Although we are not here dealing with a chiasma, the point of union 
in question is essentially equivalent to a chiasma in the sense that all 
the chromatids are embedded in a common matrix. Actually such a 
possibility was recently demonstrated by me in a case of “sticky” 
chromosomes (to be published as No. 29 of this series). It. might be 
said for the present case that the latter procedure seems rather more 
probable, for the recombination of the broken chromatids did not 
occur at random as expected from X-ray induced breakage, but took 
place along the planes of the division of matrix as in the case of chiasma 
breakage. ; 


CasE 8. 


Material. Rhizomes of 7. kamtschaticum (from Shizunai) were X-rayed on 
September 28th, 1949, under the following conditions: 140 KV, 4mA, 100cm 
distance through Al and Cu filters for 6.3 minutes. The dosage was about 20r. 
They were put in a green house of about 20° C on January 4th, 1950, and came to 
the first metaphase in PMCs on 16th of the same month. The present configuration 

















Chromosome studies on T'rilliwm kamtschaticum PAu. and its allies. XXIII. 295 


was obtained in an aceto-carmine preparation pretreated with the solution of 
NaNO, (1 mol), H,;CCONa (1 mol), KC] (1 mol) and water mixed in 1.1, 0.4, 2.0 and 
7 0cc respectively, for 2 minutes. 

Like the foregoing cases, the present configuration affords another 
example of chromatid interlocking. The chromosomes involved here 
are the B and the C bivalents; the long arms: of the latter open out in 
the form of Y, certainly due to breakage and recombination of the 





Figs. 29-32. 29 a case of chromatid interlocking found in X-rayed material 
of 7. kamischaticum. 30-32 illustrating how such a figure arose (see text). 


chromatids by X-radiation. Through this delta region one of the short 
arms of the B is penetrating (Fig. 29). Such a Y-shaped opening-out 
was previously demonstrated by us (No. 9 of this series) and interpreted 
on the assumption ‘hat one of the chromosomes underwent a lesion 
prior to pairing, and equational opening-out took place in its distal 
part after pairing. Keeping this in mind, the whole procedure leading 
to this configuration may bv pictured as follows: (i) prior to pairing, 
one of the B chromosomes wes lying across one of the C chromosomes 
near its lesion point (Fig. 30), (ii) the rejoined chromatids of the C 
opened out in the equational plane, thus causing the B arm to 
penetrate through the paired chromatids of each arm (Fig. 31), and 
(ili) accompanied by a wider opening-out and subsequent contraction 
of the rejoined chromatids, one of the entanglements near the distal 
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end of the B arm slipped off (Fig. 32). The last assumption is somewhat 
elaborate, but it would be justified where no proper interpretation can 
not be found on the basis of the chiasmatype theory. 


Summary and Conclusion. 

In the present paper, several unusual configurations of bivalents 
and trivalents wére dealt with for the purpose of determining which of 
the contrasting theories, the chiasmatype vs. the neo-two plane theory, 
is better applicable to them. The configurations presented here are 
to be met with very rarely and are worthy of mention in the sense 
that each represents an opportunity in a thousand. Most of them are 
figures of interlocking which results from certain derangements of 
chromosomes prior to pairing (cases 1, 4, 5, 7 and 8); two cases are 
concerned with the problem of the so-called “inversion bridge” (cases 2 
and 3) and one case with the nature of the “lateral” chiasma (case 6). 

Throughout these analyses the neo-two plane theory has been 
shown to have the advantage over the chiasmatype theory; it gave a 
possibility of interpreting the cases where the latter theory entirely 
failed or encountered great difficulties (cases 2, 3, 4, 5, 7 and 8), and 
furthermore it offered alternative interpretations even for the con- 
figurations which were not contradictory to the chiasmatype views 
(cases 1 and 6). Accordingly, it may be concluded that the present 
data support the claims which were previously adduced in this series 
of investigation, namely, 

1. the possibility of reductional and equational opening-out of the 
chromatids (No. 3 of this series), 

2. the possibility of reductional and equational disjunctions of the 
paired kinetochores (I. c.), 

3. the possibility of pairing along the whole length of chromosomes, 
including kinetochores, even in trivalents, although less frequent than 
in bivalents (No. 18 of this series), and 

4. the possibility of breakage and reunion of chromatids at the 
chiasma region (No. 19 of this series). 

The first three involve the neo-two plane theory; and the last one 
utilizes the spiral theory of crossing-over (Nos. 12 and 22 of this series). 
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UNTERSUCHUNGEN AM PACHYTAN NORMALER 
UND RONTGENBESTRAHLTER POLLENMUTTERZELLEN 
VON SOLANUM LYCOPERSICUM*. 


Von 
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Mit 20 Textabbildungen. 
(Eingegangen om 31. Januar 1951.) 
Inhalt. Seite 
Pe Miiaaaataany  G a S  Scs ia aes Rae in 298 
B:iMaterial und: Methode: :.... oats ee i Re SRE A 299 
Cxpormmentelior Toil: . 25. ist cabs Siicoe oe ors het aera eee RS 299 
I. Die Analyse des Pachytans von Solanum lycopersicum ..:.... 299 
a) Hilfsmittel fiir die Identifizierung der Pachytanchromosomen . . . 300 
b) Die Beschreibung der Einzelchromosomen des Genoms. . . .. . 302 
c) Die Variabilitat der Bauplane der Pachytanchromosomen ... . 312° 
II. Das Genom von Solanum lycopersicum im Hinblick auf eine Poly- 
plondic des: Objektea : <5 io estas: 88 BSS Sais dip | op ele dea 315 
III. Die Untersuchungen des Pachytans nach der Einwirkung von Réntgen- 
sirallen 3. os. Se Caen ks oo OE 5 oe OR eae ate ok iene 316 
a) Das Pachytan nach der Bestrahlung prameiotischer Ruhekerne . . 317 
b) Die Bestrahlung des Pachytéms°. . ........-2.2+4-+-- 320 
c) Die Lage der Bruchstellen im Chromosom ....... ante seh eseee 
D, Thearetischer Den ii 5). apne eats oso secs, va! Seager eee pg 328 
I. Die Variabilitat der Pachytanchromosomen . ..........--. 328 
II. Primar- und Sekundareffekt in der Meiosis .........4..--. 330 
III. Die Frage nach der Spezifitat der Mutationsauslésung ....... 334 
IV. Die Entstehung spontaner Chromosomenmutationen ........ 337 
CUBA IOMNICUIANATNG 5. cn catia tp eS alts, ook imcaetes tetas Eaten Cnn 339 
WARGERGE ois eG oo ao. Be ay, a a olla aal eee meen ok ee 340 


A. Einleitung. 

Fiir die Untersuchung der Wirkunysweise mutagener Einfliisse ist 
es notwendig, die behandelten Zellkerne in friihen Teilungsstadien nach 
der Einwirkung zu analysieren, um den Einflu8 sekundarer Ver- 
anderungen des chromosomalen Bildes der Aberrationen, wie sie vor 
allem im Verlauf einer Kernteilung auftreten kénnen, méglichst aus- 
zuschalten. Fiir Untersuchungen dieser Art ist das Stadium des 
Pachytans in der Prophase der Meiosis besonders geeignet, weil hier die 
Chromosomen sehr langgestreckt, noch wenig spiralisiert und trotzdem 
bereits iibersichtlich im Kernraum gelagert sind. Durch die Paarung 
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der Homologen wird dabei die Erfassung und Lokalisierung von Um- 
bauten der Chromosomen bedeutend erleichtert. In diesem Zusammen- 
hang ist es aber erwiinscht, wenn Bau und Struktur der Chromosomen 
des Objektes naiher bekannt sind. 

Von diesen Uberlegungen ausgehend, sollte zunachst versucht 
werden, die von OHnLENDORF (1944) und Brown (1949) begonnene 
Identifizierung der Chromosomen von Solanum lycopersicum weiter- 
zufiihren. Bei der deutlichen Lingsgliederung der Chromosomen dieses 
Objektes in euchromatische Enden, einen heterochromatischen Mittelteil 
und eine meist deutlich sichtbare Insertionsstelle war es dann méglich, 
bei der Untersuchung der réntgenbehandelten Pollenmutterzellen be- 
sonders auf die Bruchverteilung in diesen 3 Regionen zu achten und 
hiermit einen Beitrag zur Frage der verschiedenartigen Reaktion dieser 
Teile auf die gleiche mutagene Einwirkung zu liefern. 


B. Material und Methode. 


Versuchsobjekt war die Handelssorte ,,Sieger“ von Solanum lycopersicum. 
Verwendet wurden junge Bliitenknospen, deren Antheren vor dem Fixieren in 
Alkohol-Eisessig 2:1 véllig freigelegt und angeschnitten wurden. Die Antheren 
wurden als Quetschpraparate verarbeitet. Die Farbung erfolgte mit Eisenkarmin 
nach GEITLER (1942); man erzielt damit nach 24 Std einen guten farberischen 
Kontrast zwischen den sehr feinen und nur schwach farbbaren euchromatischen 
Chromosomenenden und der Karyolymphe und schafft damit die Voraussetzungen 
fiir exakte Untersuchungen der friihen meiotischen Stadien, vor allem des Pachy- 
tans. Die Antheren kénnen durch Umlegen in Eisessigsiurekarmin ohne Eisen- 
zusatz etwa 1 Tag lang im optimalen Farbungsgrad erhalten werden. Danach 
entfarben sich die Chromosomen wieder, gleichzeitig dunkeln die Karyolymphe 
und das Zytoplasma nach, wodurch der Kontrast zwischen Karyolymphe und 
Euchromatin verschwindet. 

Fiir die Réntgenversuche wurden je Versuch 20 Infloreszenzen in 40 cm Lange 
abgeschnitten und bestrahlt. Die Dosis variierte zwischen 300 und 1000 r in Inter- 
vallen von 100 r. Nach der Bestrahlung wurden die Infloreszenzen in flieBendes 
Wasser gestellt. Um die durch das Abschneiden der Infloreszenzen etwa auftre- 
tenden Schockwirkungen zu vermeiden, wurden auBerdem noch 40 Pflanzen in 
Tépfen kultiviert und bestrahlt. Irgendwelche Unterschiede der Topfpflanzen . 
gegeniiber den abgeschnittenen Infloreszenzen konnten nicht festgestellt werden ; 
die Versuche werden daher im folgenden zusammengefaBt. Die Bestrahlungen 
wurden mit dem Diax-Réntgenapparat der Firma Koch & Sterzel, Dresden, 
durchgefiihrt. (Réhre: Radiologie-Réhre Protecta, 6kW. Réhrenfilter 0,4 Al. 
Spannung 56 kV, 4mA Réhrenstrom = 34 r/min Leistung. Abstand vom Fokus 
25cm.) Optik: Binokulares Stativ ZeiB8, Olimmersion 100mal (Leitz), Okulare 
10mal und 15mal. GroB8es mikrophotographisches Stativ von ZeiB. 


C. Experimenteller Teil. 
I. Die Analyse des Pachytins von Solanum lycopersicum. 
Die Unterscheidbarkeit der Chromosomen eines Genoms ist eine 
wichtige Voraussetzung fiir eine Reihe zytologischer urd genetischer 
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Untersuchungen. Es war deshalb unser Bestreben, alle Pachytaénchromo- 
somen des Genoms von Solanum lycopersicum zu identifizieren, nachdem 
von OHLENDORF (1944) und Brown (1949) durch die Beschreibung 
einiger Chromosomen bereits ein Ansatz hierzu gegeben war. 

Von geeigneten Kernen und Einzelchromosomen wurden zunachst Zeichnungen 
angefertigt, wobei besonders die Zahl der Makrochromomeren, die bei Solanum 
lycopersicum ein wichtiges Strukturmerkmal der Chromosomen darstellen, beriick- 
sichtigt. wurde. Darauf wurden diese Kerne photographiert, die Photos in stets 
der gleichen VergréBerung auf Zeichenpapier projiziert und nachgezeichnet. Diese 
Zeichnungen wurden mehrmals ausgemessen und der Mittelwert aus 5 Messungen 
als Tabellenwert fiir das betreffende Chromosom verwendet. Die Untersuchungen 
an Solanum lycopersicum haben ergeben, daB die strukturbedingten Verschieden- 
heiten der einzelnen Chromosomen ausreichen, um das Genom trotz der fiir diesen 
Zweck hohen Chromosomenzahl (n = 12) zu analysieren. 


a) Hilfsmittel fiir die Identifizierung der Pachytéinchromosomen. 

Als Hilfsmittel fiir die Identifizierung der einzelnen Chromosomen 
kommen folgende Struktureigentiimlichkeiten in Betracht: 

die Chromosomenlange, 

die Symmetrieverhaltnisse der Chromosomen, 

die Lage der Insertionsstelle, 

die Zahl der Makrochromomeren im Heterochromatin, 

die Beschaffenheit der Endchromomeren. 

Die relative Linge allein reicht fiir die Identifizierung eines Chromo- 
soms nicht aus. Die meisten Chromosomen des Genoms unterscheiden 
sich hierin nicht wesentlich voneinander, es sind jedoch einzelne vor- 
handen, die im Hinblick auf ihre GréBe sowohl nach oben als auch 
nach unten hin Extreme darstellen. Die Linge eines Chromosoms ist 
daher ein brauchbares Hilfsmittel fiir seine Einordnung in eine bestimmte 
GréBenklasse, waihrend sich die Symmetrieverhiltnisse und die Anzahl 
der ,,Makrochromomeren“ (MarQuakpt unveroffentlicht), das sind 
groBere, stark farbbare Strukturelemente des Heterochromatins, als die 
wichtigsten Hilfsmittel fiir die Identifizierung der Einzelchromosomen 
erwiesen haben. 

Alle Chromosomen des Genoms von Solanum lycopersicum sind 
partiell heterochromatisch und weisen mit Ausnahme des Satelliten- 
chromosoms den fiir diesen Chromosomentypus charakteristischen Bau- 
plan auf: Beiderseits der Insertionsstelle liegen 2 heterochromatische 
Segmente, an die sich die euchromatischen Enden anschlieBen. Jeder 
Chromosomenschenkel lauft in einem Endchromomer aus. Nach der 
Lage des Heterochromatins im Chromosom, zunichst ohne Beriick- 
sichtigung der Lage dey Insertionsstelle, sind zu unterscheiden: 

1. symmetrisch ‘oder nahezu symmetrisch gebaute Chromosomen, 

2. schwach asymmetrisch gebaute Chromosomen, an denen das langere 
euchromatische Ende héchstens doppelt so lang’ ist wie das kiirzere, 
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3. stark asymmetrisch gebaute Chromosomen, deren langes Ende 
mindestens doppelt so lang ist wie das kurze. 

In einer Anzah! von Chromosomen wird das Heterochromatin durch 
die Insertionsstelle in 2 isoliert sichtbare Partien zerlegt. Man kann 
daher als weiteres Unterscheidungsmerkmal die durch die verschiedene 
Lage der Insertionsstelle bedingten Symmetrieverhiltnisse des Hetero- 
chromatins heranziehen. So kann die Insertionsstelle innerhalb des 
Heterochromatins, nicht in bezug auf das gesamte Chromosom, median 
oder submedian liegen und im letzteren Fall in Richtung auf den kiirzeren 
eder langeren Chromosomenschenkel hin verschoben sein. Im Rahmen 
dieser Untersuchungen hat sich fiir die Lagebestimmung der Insertion 
die Bezugnahme der Symmetrieverhaltnisse auf das Heterochromatin 
als vorteilhafter erwiesen als die auf das ganze Chromosom. 

Die Lage der Insertionsstelle ist fiir eine Reihe von Chromosomen 
ein sehr wesentliches Strukturmerkmal, bei einigen anderen hingegen 
ist sie nur schwer sichtbar. In allen Chromosomen des Genoms kann 
es auBerdem vorkommen, daB die heterochromatischen Partien beider- 
seits der Insertionsstelle nicht als einheitlicher Block, als dichte, liicken- 
lose Packung von Makrochromomeren vorliegen, sondern daB zwischen 
sie kurze euchromatische Teile eingeschoben sind, die sich morphologisch 
von der Insertionsstelle nicht immer klar unterscheiden lassen. Die 
Makrochromomeren sind im Zygotén noch deutlich durch diese mehr 
oder weniger langen euchromatischen Regionen voneinander getrennt 
und sind in der Zahl wohl fiir jedes Chromosom konstant. Durch die 
Aufspiralisierung dieser Zwischenstiicke nahern sie sich im Pachytin 
und beriihren sich schlieBlich. In diesem Zustand, der zeitlich etwa mit 
dem friihen Pachytan zusammenfallt, 1aBt sich die wirklich vorhandene 
Zahl der Makrochromomeren noch feststellen. Mit zunehmender Kon- 
traktion der kurzen euchromatischen Segmente verschwinden dann die 
Grenzen zwischen den urspriinglich isolierten heterochromatischen 
Partien. Dazu kommt noch, daB nunmehr auch die Kontraktion des 
Heterochromatins beginnt. Aus diesen Vorgangen resultiert morpho- 
logisch eine Reduktion der Zahl der Makrochromomeren im Verlaufe 
des-Pachytins. 

Die Makrochromomeren sind echte Strukturmerkmale partiell 
heterochromatischer Chromosomen, ihre Zahl ist ein wichtiges, wenn 
auch kein absolutes Erkennungsmerkmal der Chromosomen. Die in 
groBer Anzahl] vorhandenen Chromomeren im Euchromatin sind keine 
zuverlaissigen Strukturelemente. Sie sind oft so klein, daB ihre Zahl 
auch in gut gefirbten Chromosomen nicht mit Sicherheit festgestellt 
werden kann. Bedeutung kommt ihnen im Rahmen der Pachytin- 
analyse nur bei Chromosomen mit sehr kurzen, relativ kompakten 
euchromatischen Enden zu, in denen sich die Chromomerenzahl im 








302 WERNER GOTTSCHALK: 


Euchromatin exakt ermitteln 148t. Die Chromosomenenden schlieBen 
in der Regel mit mehr oder weniger deutlich ausgepragten heterochro- 
matischen Endchromomeren ab, die fiir die Identifizierung einiger 
Chromosomen herangezogen werden k6énnen. 

Wie wir spiater noch eingehender sehen werden, sind diese eben 
beschriebenen Faktoren fir sich allein keine absolut sicheren, in jedem 
Falle giiltigen Erkennungsmerkmale der Chromosomen. In ihrer Gesamt- 
heit stellen sie jedoch eine durchaus brauchbare und ausreichende Hand- 
habe dar, mit deren Hilfe sich die Analyse des Pachytaéns von Solanum 
lycopersicum durchfiihren laBt. 


b) Die Beschreibung der Einzelchromosomen des Genoms. 
An Hand der oben genannten Prinzipien 14Bt sich eine Einteilung der Pachytan- 
chromosomen vornehmen. Sie wurden zunachst nach ihren Symmetrieverhilt- 
nissen in 3 Gruppen eingeteilt (Tabelle 1). Diese 3 Gruppen lassen sich nach der 


Tabelle 1. Die Einteilung des Genoms von Sclanum lycopersicum nach den 
Symmetrieverhiltnissen seiner Chromosomen. 





J ig - ; 2 sertionsstelle im Heterochromatin 
Symmetrieverhaltnis Lage der Inserti t H atl 
des Chromosoms 





median submedian nicht sichtbar 





Symmetrisch oder | Chromosom Nr. 2 | Chromosom Nr. 5 | Chromosom Nr. 3 
nahezu symmetrisch | Chromosom Nr. 4 Chromosom Nr. 6 
Schwach asymmetrisch Chromesom Nr. 7 


Stark asymmetrisch | Chromosom Nr. 1 |Chromosom Nr. 10 | Chromosom Nr. 8 
Chromosom Nr. 9 | Chromosom Nr. 11 
Chromosom Nr. 12 











Lage der Insertionsstelle im Heterochromatin wiederum unterteilen. Die end- 
giiltige Identifizierung erfolyt nach spezifischen Merkmalen, die sich aus der 
Beschreibung der Einzelchromosomen ergeben. Die Chromosomenlange spielt fiir 
die Identifizierung nur eine untergeordnete Rolle, da sie, wie wir spater zeigen 
werden, stark variiert. Die Einteilung des Genoms nach der Chromosomenlange 
ergibt sich aus der Tabelle 2. Eine schematische Zusammienstellung findet sich in 
Abb. 12. 

Chromosom Nr. 1. Das Chromosom Nr. 1, das Satellitenchromosom, gehért zu 
den langsten Chromosomen der Mittelgruppe. Es sitzt mit einem tief gefarbten, 
heterochromatischen, oft auffallend groBen Makrochromomer, dem Satelliten, 2m 
Nukleolus an. Das heterochromatische Segment enthalt im Durchschnitt 13—15 
Makrochromomeren, ihre Anzahl kann aber gerade beim SAT-Chromosom stark 
variieren. Die Insertionsstelle liegt genau median im heterochromatischen Mittel- 
segment. An das Heterochromatin schlieBt sich ein langes euchromatisches Ende 
mit einer groBen Anzahl (etwa 20) sehr schwach farbbarer Chromomeren an. Das 
Endchromomer ist mittelgro8 und deutlich ausgepragt. Durchschnittliche Lange 
des Chromosoms 40 yu (vgl. Abb. 1 und 8). 

Chromosom Nr. 2. Die Chromosomen Nr. 2 und 3 sind die beiden kleinsten 
Chromosomen des Genoms. Sie sind einander sehr ahnlich und lassen sich nicht 
in jedem Fall klar unterscheiden. Das Chromosom Nr. 2‘ist in der Regel’nahezu 
symmetrisch gebaut, nur in wenigen Failen ist eine deutliche Asymmetrie fest- 
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stellbar. Charakteristisch fiir das Chromosom ist die niedrige Anzahl der Makro- 
chromomeren (10—11). Die Insertionsstelle ist meist sichtbar, sie liegt nahezu 
median und teilt das Heterochromatin in 2 Partien zu je 5—6 Makrochromomeren 
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Abb. 1. Chromosomen Nr. 1, 3 und 9 im Pachytiéin von Solanum lycopersicum. 


auf. Beide Endchromomeren sind gro8 und deutlich ausgebildet. Durchschnitt- 
liche ‘Lange des Chromosoms 20 (Abb. 2 und 4). 

Chromosom Nr. 3. Das Chromosom Nr.3 ist im typischen Fall schwach 
asymmetrisch gebaut. Seine Insertionsstelle ist nur selten sichtbar. Die Zahl der 





Abb. 2. Chromosomen Nr. 2, 3 und 10. 


Makrochromomeren liegt mit..14—15 deutlich héher als. beim Chromosom Nr. 2. 
Diese Unterschiede geniigen in den meisten Fallen, um die beiden sehr ahnlichen 
Chromosomen auseinander zu halten. Der Gesamteindruck des Chromosoms ist 
stark vom Kontraktionsgrad des Hetero- und Euchromatins abhangig. Im Normal- 
fall nimmt der heterochromatische Mittelteil einen sehr groBen Raum innerhalb 
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des Chromosoms ein, an ihm hangen kurze, sehr kompakte euchromatische Enden. 
Eine klare Grenze zwischen Hetero- und Euchromatin la4Bt sich oft nicht fest- 
stellen. ‘Es kommt auf diese Weise ein sehr charakteristischer, gedrungener Chromo- 
somenbau zustande, der sich in dieser Form bei keinem anderen Chromosom wieder- 
findet. Das Chromosom Nr.3 kann jedoch auch mit relativ langen Enden in 
Erscheinung treten. Durch Anderungen im Grad der Asymmetrie treten noch 
andere, oft vom Normaltypus weit abweichende Erscheinungsformen dieses 
Chromosoms auf. Beide Endchromomeren sind auffallend groB ausgebildet: Da 
sich das Chromosom wegen seiner Kleinheit deutlich von allen anderen Chromo- 
somen (mit Ausnahme des Chromosoms Nr. 2) unterscheidet, wird eine Langen- 
messung in Verbindung mit den oben angefiihrten Strukturmerkmalen ohne 





Abb. 3. Chromosomen Nr. 4 und 5. 


Schwierigkeiten zu einer Identifizierung fiihren. Durchschnittliche Lange des 
Chromosoms 22 (Abb. 1 und 2). 

Chromosom Nr. 4. Das Chromosom Nr.4 gehért mit dem ihm 4hnlichen 
Chromosom Nr. 5 zur Gruppe der mittellangen Chromosomen. Sein relativ langer 
heterochromatischer Mittelteil, der fast die Halfte des Chromosoms umfaBt, 
liegt in der Regel etwas submedian, das Chromosom weist somit eine schwachc 
Asymmetrie auf. Die Insertionsstelle ist stets deutlich sichtbar und teilt das 
Heterochromatin in 2 gleichlange Partien von je 7—9 Makrochromomeren. 
Die streng mediane Lage der Insertionsstelle ist im Zusammenhang mit der leichten 
Asymmetrie charakteristisch fiir das Chromosom und stellt das Unterscheidungs- 
merkmal gegeniiber dem Chromosom Nr. 5 dar. Beide Endchromomeren sind deut- 
lich ausgebildet. Durchschnittliche Linge des Chromosoms 29 4 (Abb. 3 und 10). 

Chromosom Nr. 5. Das Chromosom Nr. 5 besitzt gréBte Ahnlichkeit mit dem 
eben beschriebenen Chromosom Nr. 4. Es hat mit ihm den in der Regel leicht 
asymmetrischen Bau, die Zahl der Makrochromomeren, die gute Ausbildung der 
Endchromomeren und schlieBlich die langgezogene, stets gut sichtbare Insertions- 
stelle gemeinsam. Letztere liegt aber hier im Gegensatz zum Chromosom Nr. 4 
etwas submedian. Die dadurch entstehenden 2 ungleich groBen heterochro- 
matischen Partien unterscheiden sich jedoch nur unwesentlich in der Chromomeren- 
zahl. Sie liegt im Durchschnitt bei 8—9 und 6—7. Durchschnittslinge 28 1 
(Abb. 3, 5 und 10). 
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Chromosom Nr. 6. Das Chromosom Nr. 6 zahit zu den langsten Chromosomen 
der mittellangen Gruppe. Es ist etwa symmetrisch gebaut. Sein Charakteristikum 
liegt in der fiir seine Lange ungewdéhnlich niedrigen Zahl von 10—12 Makro- 





Abb. 4. Chromosomen Nr. 2 und 6. 


chromomeren. Die Lage der Insertionsstelle 148+ sich nicht mit Sicherheit be- 
stimmen. Durchschnittliche Lange.des Chromosoms 38 4 (Abb. 4 und 11). 





Abb. 5. Chromosomen Nr. 5 und 7. Im linken heterochromatischen Teil des Chromosoms 
Nr. 5 ist die Hypochromasie sichtbar (Réntgenstrahlen 300 r, fixiert nach 6 Std). 


Chromosom Nr. 7. Das Chromosom Nr. 7 nimmt in seiner Struktur eine Mittel- 
stellung zwischen den Chromosomen Nr. 10 und Nr. 5 ein. Es ist im typischen Fail 
etwas asymmetrisch gebaut. Der heterochromatische Mittelteil ist im Vergleich 
zum Gesamtchromosom sehr lang und wird durch die stets gut sichtbare, lang 
ausgezogene Insertionsstelle in 2 ungleich groBe Partien zerlegt; ein kleinerer 
Teil mit etwa 5 Makrochromomeren grenzt an das kurze euchromatische Ende 


Chromosoma, Bd. 4. : 21 
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des .Chromosoms, wahrend der langere Teil mit 10—11 Makrochromomeren zum 
langen Ende iiberleitet. Als Charakteristikum des Chromosoms ist die Aufteilung 
des Heterochromatins durch die Insertionsstelle im Verhaltnis 1:2 zu betrachten. 
Die Zahl der Makrochromomeren ist dabei im kurzen Teil niemals kleiner als 5. 
Damit ist der Unterschied zum Chromosom Nr. 10 gegeben, das im kurzen hetero- 
chromatischen Teil 3—4 Makrochromomeren enthalt und auBerdem extrem 
asymmetrisch ist. Als Unterscheidungsmerkmal gegeniiber dem Chromosom Nr. 5 





Abb. 6. Chromosom Nr. 8. 


_kann die Aufgliederung des Heterochromatins durch die Insertionsstelle ver- 
wendet werden. Durchschnittslinge 29 u (Abb. 5 und 10). 

Chromosom Nr. 8. Das Chromosom Nr. 8 ist mit seinem stark asymmetrischen 

Bau und der Anzahl seiner Makrochromomeren morphologisch dem Chromosom 
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Abb. 7. Chromosom Nr. 9. 


Nr. 9 sehr ahnlich. Der aus 12—15 Makrochromomeren zusammengesetzie hetero- 
chromatische Mittelteil 1a8t im Gegensatz zum Chromosom Nr. 9 die Insertions- 
‘stelle nicht erkennen. Als Vermittler zwischen dem Heterochromatin und dem 
langen euchromatischen Schenkel findet sich oft eine langere Ubergangszone aus 
4—6 mittelgroBen Chromomeren. Durchschnittliche Lange des Chromosoms 30 1 
(Abb. 6, 10 und 11). 

Chromosom Nr. 9. Das Chromosom Nr. 9 zahlt mit seinem stark asymmetrischen 
Bau und der stets gut sichtbaren Insertionsstelle zu den charakteristischsten 
Shromosomen des Genoms. Die Insertionsstelle liegt ziemlich genau median und 
st meist lang ausgezogen. Sie teilt das Heterochromatin in 2 gleiche Halften 
von je 6—8 Makrochromomeren. Das kurze euchromatische Ende ist in der Regel 
kompakt und mit 3—4 Chromomeren versehen. Zwischen dem Heterochromatin 
ind dem langen euchromatischen Ende kann eine Ubergangszone aus 3—4 mittel- 
sroBen Chromomeren eingeschaltet sein. Vom Chromosom Nr. 8 unterscheidet 
ich Nr. 9 durch die deutliche Auspragung seiner Insertionsstelle. Durchschnittliche 

«ange des Chromosoms 31 « (Abb. 7, 9 und 10). 32° 
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Chromosom Nr. 10. Das Chromosom Nr. 10 besitzt einen extrem asymme- 
trischen Bau. Auf ein kurzes, sehr kompaktes euchromatisches Ende mit 2—3 
Chromomeren folgt eine kurze heterochromatische Partie, die sich meist aus 4, 
seltener aus 3 Makrochromomeren zusammensetzt. Die stets deutlich sichtbare, 
lang ausgezogene Insertionsstelle leitet zu einem langeren heterochromatischen 


Abb. 8. Chromosomen Nr. 1 und 11. 


Teil aus 7—9 Makrochromomeren iiber, sie liegt also submedian. Zwischen dem 
Heterochromatin und dem langen euchromatischen Ende ist eine Ubergangszone 
eingeschaltet. Vielfach finden sich in einiger Entfernung vom Heterochromatin 





8 


‘ig 


7 : 
Abb. 9. Chromosomen Nr. 9 und 12. Das lange, nur sehr schwach fairbbare euchromatische 
Ende des Chromosoms Nr. 12 ist kaum sichtbar. 


2 groBe, gut farbbare und dicht aufeinanderfolgende Chromomeren im Euchromatin. 
Der kurze Schenkel besitzt ein groBes Endchromomer. Gewisse Ahnlichkeiten 
bestehen mit den Chromosomen Nr. 7, 9 und 11. Gegeniiber dem Chromosom Nr. 7 
erméglicht die ausgesprochen extreme Asymmetrie, gegeniiber dem Chromosom Nr.9 
die submediane Lage der Insertionsstelle seine richtige Einordnung. Durchschnitt- 
liche Lange des Chromosoms 32 4 (Abb..2 und 10). 

Chromosom Nr. 11. Das Chromosom Nr. 11 ist dem Chromosom Nr. 10 sehr 
ahnlich. Es ist ebenfalls stark asymmetrisch gebaut, im Heterochromatin befindet 
sich jedoch eine lange euchromatische Briicke, die sich morphologisch nicht von 
der Insertionsstelle unterscheiden l48t. Dadurch erscheint das Heterochromatin 
21* 
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dreigeteilt und zwar aus 4 + 2 + 2 Makrochromomeren bestehend. Diese Struktur 
des Heterochromatins findet sich in keinem anderen Chromosom und macht das 





Abb. 10. Pachytén-Kern, mit den Chromosomen Nr. 4, 5, 7, 8, 9, 10 und 11. 


Chromosom Nr. 11 — neben dem Satellitenchromosom — zum charakteristischsten 
Chromosom des Genoms. Aus dem Verhalten des Chromosoms gegeniiber der 
























Untersuchungen am Pachytan usw. 309 
Einwirkung mutagener Agenzien 148t sich mit Sicherheit schlieBen, daB die erste, 
dem kurzen euchromatischen Schenkel zugekehrte achromatische Zone die Inser- 
tionsstelle ist. Durchschnittliche Lange des Chromosoms 26 (Abb. 8 und 10). 


— - 7 meee 


Abb. 11. Ubersichtlicher Pachytankern von Solanum lycopersicum, in dem alle 
Chromosomen des Genoms identifiziert werden konnten. 


Chromosom Nr. 12. Das Chromosom Nr. 12 ist das langste Chromosom des 
Genoms. Es ist extrem asymmetrisch gebaut. An das kompakte kurze Ende 
schlieBt sich eine lange heterochromatische Partie an, deren Chromomerenzahl je 
nach dem Kontraktionsgrad des Heterochromatins erheblich schwankt, durch- 
schnittlich sind es etwa 20. Die Insertionsstelle liegt leicht submedian, ist aber 
nicht immer sichtbar. Das sehr lange euchromatische Ende ist in seinem ganzen 
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Verlauf nur in den Kernen zu verfolgen, in denen eine sehr kontrastreiche Farbung 
gelungen ist, in denen also Karyolymphe und Zytoplasma nicht angefarbt sind. 
Wahrend das Endchromomer des kurzen Schenkels groB und deutlich ausgepragt 
ist, hebt sich das des langen Schenkels kaum von den Chromomeren im Euchromatin 
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Abb. 12. Schematische Darstellung der Pachytanchromosomen des G von 
lycopersicum. Die Chromosomen sind nach den Symmetrieverhiltnissen geordnet 
(Erlauterung im Text). 


ab. Wegen seiner Lange ist das Chromosom nur sehr selten in iibersichtlicher Lage 
anzutreffen. In den Kernen, in denen es sich iiber seine gesamte Lange hinweg 
verfolgen laBt, bereitet seine Identifizierung keine Schwierigkeiten. Durchschnitt- 
liche Lange 58 « (Abb. 9 und 11). 

Abb. 10 zeigt einen Kern, in dem die Chromosomen Nr. 4, 5 und 7—1] so isoliert 
liegen, daB ihre Identifizierung méglich ist. Ein weitgehend aufgelockerter Kern 
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mit allen 12 Chromosomen ist schlieBlich in Abb. 11 wiedergegeben. Die Mehrzahl 
der Chromosomen 148t sich an Hand der Schemazeichnung von Anfang bis Ende 
verfolgen. Schlecht sichtbar sind die Chromosomen 1 und 2, wahrend das Chromo- 
som 1] in diesem Kern eine Grenzform seines sonst iiblichen Bauplans darstellt 
und nur in Zusammenhang mit allen anderen Chromosomen des Kerns als Chromo- 
som Nr.11 erkannt werden kann. Wir werden spater ausfiihrlicher auf diese - 
Schwierigkeiten eingehen. 

In der Abb. 12 sind die Chromosomen des Genoms schematisch 
wiedergegeben. Die punktierte Linie stellt die Mediane durch die 
heterochromatischen Mittelteile der Chromosomen dar. Die Zahien 
tiber den heterochromatischen Segmenten sind die Makrochromomeren- 
zahlen. Die Pfeile schlieBlich verbinden Chromosomen miteinander, 
zwischen denen man gewisse Homologiebeziehungen im Zusammen- 
hang mit einer phylogenetischen Polyploidie des Objektes vermuten 
kann (s. 8. 315). Der Analyse liegen mehr als 400 einwandfrei identifi- 
zierte Chromosomen zugrunde, von denen etwa 220 photographisch 
ausgewertet wurden. Ein groBer Teil dieser Chromosomen stammt 
aus Kernen, in denen die Analyse mehrerer Chromosomen mdglich 
war. Die eben beschriebenen Strukturmerkmale der Chromosomen 
lassen eine Unterscheidung samtlicher Chromosomen zu. Zweifel be- 
stehen lediglich bei dem Chromosomenpaar Nr.8 und 9. Die Uber- 
einstimmung dieser beiden Chromosomen geht so weit, daB sich als 
Unterscheidungsmerkmal nur die Sichtbarkeit der Insertionsstelle an- 
fiihren 14B8t. Wie wenig zuverlissig dieses Merkmal ist, zeigt das 
Satellitenchromosom, an dem die Insertionsstelle einmal gar nicht 
sichtbar, im anderen Falle deutlich lang ausgezogen ist. So sind also 
hinsichtlich der Unterscheidung der Chromosomen 8 und 9 Fehlent- 
scheidungen méglich. 

Das Pachytin von Solanum lycopersicum wurde bereits von OHLEN- 
porF (1944) und von Brown (1949) bearbeitet. Drei der von OHLEN- 
DorF identifizierten 4 Chromosomen stimmen mit unseren Chromo- 
somen Nr. 2, 9 und 10 iiberein. Das Satellitenchromosom zeigt erhebliche 
Abweichungen vom SAT-Chromosom der hier bearbeiteten Rasse. Die 
von Brown beschriebenen 2 Pachytaénchromosomen stimmen — mit 
geringen Abweichungen im Satellitenchromosom — mit den Chromo- 
somen Nr. | und 10 iiberein. In seinen Photographien ist noch ein von 
ihm nicht naiher beschriebenes Chromosom zu finden, das in seinem 
Aufbau unserem Chromosom Nr. 9 entspricht?. 


1 Wahrend des Druckes dieser Arbeit wurde mir eine Arbeit von D.W. Barton 
[Pachytene morphology of the Tomato chromosome complement. Amer. J. of 
Bot. 37, 639—642 (1950)] bekannt, der ebenfalls das Pachytin von Solanum 
lycopersicum analysiert hat. Dic von ihm bearbeitete Rasse stimmt in 10Chromo- 
somen mit der in der vorliegenden Arbeit analysierten Handelssorte ,,Sieger“ 
iiberein. 
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c) Die Variabilitét der Baupline der Pachytiinchromosomen. 


Die Beschreibung der Einzelchromosomen des Genoms, wie sie oben 
gegeben wurde, bedarf noch einer Erweiterung. Es ist die Frage zu 
beantworten, inwieweit die in der Abb. 12 angegebenen Baupline der 
Chromosomen variieren und ob die Abweichung von der Norm so weit 
gehen kann, daB der Charakter eines Chromosoms entscheidend davon 
beeinfluBt wird. In diesem Zusammenhang ist zunachst die Frage der 
Chromosomenlinge zu behandeln, im Anschlu8 daran die Allgemein- 
giiltigkeit der Symmetrieverhaltnisse und der Zahl der Makrochromo- 
meren zu untersuchen. 

Die Lénge gleicher Pachytinchromosomen kann in verschiedenen 
Kernen stark variieren. In der Tabelle 2 sind die mittleren Langen 
und die Variationsbreite der 12 Chromosomen des Genoms von Solanum 
lycopersicum zusammengestellt. Die letzte Spalte gibt dabei den Prozent- 
satz an, um den das jeweils kiirzeste Chromosom der betreffenden 
Klasse kleiner ist als das langste. Die GréBenunterschiede liegen bei 
der Mehrzah] der Chromosomen zwischen 30 und 40%, steigen beim 
Chromosom Nr. 12 sogar auf 45% an. Die Streubereiche der einzelnen 
Chromosomen iiberschneiden sich vielfach, Die Maximalwerte einer 
Reihe mittellanger Chromosomen erreichen nahezu den Minimalwert des 
Chromosoms Nr. 12 oder iiberschreiten ihn sogar, wahrend die niedrigsten 
Werte der mittellangen Chromosomen zum Teil kleiner sind als die 
Maximalwerte der kleinsten Chromosomen des Genoms. 


Tabelle 2. Die Streuung der Lingen der Pachyténch en des Genoms von 
Solanum lycopersicum. Die Chromosomen des Genoms sind in der Reihenfolge ihrer 
Durchschnitislingen aufgefiihrt (Chromosomenlangen in /). 


























[ Differenz zwischen 
Lange der Chromosomen Maximum und 
Nr. Zan der Minimum 
GréBenklasse ont. ne Piro ny in % 
“soms | Chromo-| Durch- Maxi- Mini- (Maxi- 
somen |schnitts- um muir inp : ol 
100 %) 
Kurze 2 19 20 23 14 9 39,1 
Chromosomen 3 19 22 25 19 6 24,0 
11 10 26 33 21 12 36,4 
5 16 | 28 37 23 14 | 37,8 
cMittetlange |] 7 | 36 | 99 | 38 | 23 | 15 | 305 
Chromosomen - 
8 16 30 35 25 10 28,6 
9 12 31 38 26 12 31,6 
10 22 32 40 24 16 40,0 
6 11 38 45 29 16 35,6 
Lange | 
1 12 40 46 30 16 34,8 
Ceemanoe TT" is 11 58 ™m | 41 33 | 44.6 
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Die Tabelle 3 enthalt den Vergleich einer Reihe von Chromosomen- 
paaren aus verschiedenen Kernen. Die durchschnittliche Lange z. B. der 
beiden Chromosomen Nr. 4 und 8, die aus dem Gesamtmaterial der 
Pachytananalyse errechnet wurde, ist etwa gleich, aber nur im Kern 304 
unserer Tabelle entspricht die Lange der beiden Chromosomen dem 
Durchschnittswert. In den Kernen 299 und 311 ist das Chromosom 
Nr. 8, im Kern 353 das Chromosom Nr. 4 das langere. Dabei sind die 
GréBenunterschiede recht erheblich. Das gleiche ist in der Tabelle 3 
fiir andere Chromosomenpaare nachgewiesen und gilt ganz allgemein 
fiir alle Chromosomen des Genoms. Die Chromosomenlinge hangt ab 
vom Grad der Spiralisation, die im Lauf des Pachytans standig zunimmt. 
Man sollte annehmen, daB die GréBenverhiltnisse der Chromosomen 
eines Genoms trotzdem erhalten bleiben. Aus unseren Langenmessungen 
geht aber hervor, daB beim Vergleich zweier bestimmter Chromosomen 
des Genoms aus verschiedenen Kernen das gegenseitige GroBenverhiltnis 
dieser beiden Chromosomen nicht festgelegt ist, sondern umschlagen 
kann. Daraus ist weiterhin zu schlieBen, daB die Spiralisation der 


Tabeile 3. Vergleich des gegenseitigen Léngenverhiltnisses je zweier bestimmter 














Pachyta: aus verschiedenen Kernen (Chromosomenlangen in #2). 
Lange Errechnete Lange Errechnete 
Kern Nr. | des Chromosoms | Durchschnittsiange}| des Chromosoms | Durchschnittslinge 
im Kern des Chromesoms im Kern des Chromosoms 
Chromosom Nr. 4 Chromosom Nr. 8 
299 26 35 
311 30 29 31 30 
304 31 (aus 24 Kernen) 32 (aus 15 Kernen) 
353 33 28 
Chromosom Nr. 4 Chromosom Nr. 5 
353 33 
318 33 29 29 28 
350 29 (aus 24 Kernen) 26 (aus 15 Kernen) 
349 29 30 
311 30 37 
Chromosom Nr. 5 Chromosom Nr. 8 
311 37 31 ‘ 
317 33 28 31 30 
352 28 (aus 15 Kernen) 26 (aus 15 Kernen) 
353 23 28 
Chromosom Nr. 2 Chromosom Nr. 3 
298 21 20 
314 22 21 
353 21 20 
354 23 20 23 22 
(aus 19 Kernen) 20 (aus 19 Kernen) 
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einzelnen Chromosomen verschieden schnell vor sich gehen kann. Aus 
diesen Befunden ergibt sich in Verbindung mit der oben beschriebenen 
groBen Variationsbreite der Chromosomenliangen, daB der Lange eines 
Einzelchromosoms nur eine geringe Bedeutung fiir seine Identifizierung 
zukommt. 

Auch die Symmetrieverhiltnisse der Chromosomen erweisen sich bei 
naherer Untersuchung als nicht unbedingt konstant. Vergleicht man 
mehrere Individuen eines bestimmten Chromosoms, etwa des im Normal- 
fail nahezu symmetrisch gebauten Chromosoms Nr. 5, aus verschiedenen 
Kernen, so kann das Chromosom einen mehr oder weniger asymme- 
trischen Bau aufweisen. In Extremfallen fanden wir ein Endenver- 
haltnis der beiden Schenkel von 1:2,5. Damit fallt aber das im Normal- 
fall symmetrisch oder nur leicht asymmetrisch gebaute Chromosom in 
den Streubereich des sehr stark asymmetrischen Chromosoms Nr. 9. Die 
Umpragung des Chromosoms zu einem von der mittleren Ausbildungs- 
form abweichenden Typus geht aber noch weiter: Die Insertionsstelle 
des Chromosoms Nr. 5 liegt im Normalfall etwas submedian, sie teilt 
also das Heterochromatin in 2 ungleich groBe Partien auf. Es kann 
nun die gréBere dieser beiden heterochromatischen Partien an das 
kiirzere, in anderen Fallen hingegen an das léngere euchromatische Ende 
angrenzen. Vergleicht man die allerdings nur selten auftretenden Grenz- 
formen des Chromosoms Nr. 5, so méchte man annehmen, es handele 
sich um 2 vdéllig verschiedene Chromosomentypen des Genoms, zumal 
noch Unterschiede in der Zahl der Makrochromomeren auftreten kénnen. 
Das gleiche laBt sich auch fiir andere Chromosomen nachweisen. 

SchlieBlich sei noch die Zuverlissigkeit der Zahl der Makrochromo- 
meren als Erkennungsmerkmal fiir ein Chromosom gepriift. In der 
Abb. 13 ist die Streuung der Chromomerenzahlen von 70 Satelliten- 
Chromosomen zusammengestellt, und zwar getrennt fiir die beiden 
beiderseits der Insertionsstelle liegenden heterochromatischen Abschnitte 
des Chromosoms. Der dritte Teil der Figur enthalt die Streuung des 
heterochromatischen Mittelsegments in seiner Gesamtheit. Die 3 Kurven 
sind typische Binominalkurven, die zwar eine relativ breite Streuung 
der Zahl der Makrochromomeren zeigen, in denen aber die vom Mittel- 
wert starker abweichenden Klassen nur selten vertreten sind. Der 
Kurvenverlauf zeigt, daB die Anzahl der Makrochromomeren ein relativ 
konstantes Strukturelement der Chromosomen ist. Sie wird bei der 
: Identifizierung eines Chromosoms oftmals die entscheidende Rolle spielen. 
vor allem dann, wenn die Insertionsstelle sichtbar ist und ein getrenntes 
Auszahlen der beiden heterochromatischen Abschnitte gestattet. Im 
Rahmen der Pachytinanalyse kann allerdings die Méglichkeit, daB in 
Ausnahmefillen stark abweichende Chromomerenzahlen auftreten, nicht 
unberiicksichtigt bleiben. Es kann dadurch der normale Bauplan eines 
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Chromosoms so abgeindert werden, daB seine Identifizierung stark 
erschwert wird. 

Die kritische Betrachtung der Merkmale, die fiir eine Identifizierung 
in Frage kommen, zeigt also, daB es fiir ein Pachyténchromosom bei 
Solanum lycopersicum kein konstantes Strukturmerkmal gibt, das fiir 
sich allein die absolut exakte Identifizierung eines isolierten Einzel- 
chromosoms erméglicht. Die Tabelien 2 und 3 und die Abb. 13 haben 
dariiber hinaus gezeigt, daB man den Pachytaénchromosom keine starren 
Bauplaine zuordnen kann. Die Struktur verschiedener Individuen des 
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Abb. 13. Die Streuung der Zahl der Makrochromomeren im Heterochromatin von 
70 Satellitenchromosomen von Solanum lycopersicum. 


gleichen Chromosomentypus kann vielmehr so stark variieren, daB es 
auch bei genauester Kenntnis des Pachytins von Solanum lycopersicum 
nicht immer méglich ist, jedes isolierte Einzelchromosom zu identi- 
fizieren. Wenn den Chromosomen in der Abb. 12 trotzdem bestimmte 
Strukturen zugeordnet werden, so besteht doch Klarheit dariiber, daB 
diese Aufstellung ‘lediglich einen Mittelwert des Genoms von Solanum 
lycopersicum darstellt. Die Einzelmerkmale stellen erst in ihrer Gesamt- 
heit eine Handhabe dar, mit deren Hilfe die Identifizierung der meisten 
Chromosomen gelingt. Sie ist um so zuverlassiger, je mehr Chromosomen 
in einem Kern der Untersuchung zuginglich sind. 


II. Das Genom von Solanum lycopersicum im Hinblick auf eine 
Polyploidie des Objektes. 

Solanum lycopersicum besitzt diploid 24 Chromosomen. Die Chromo- 
somenzahl von n= 12 hat sich schon bei anderen Solanaceen, besonders 
bei einer Reihe alter Kulturpflanzen (Solanum tuberosum, Nicotiana- 
Arten u.a.) als nicht die urspriingliche haploide Chromosomenzahl 
erwiesen. Eingehende genetische Untersuchungen haben vielmehr 
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ergeben, daB diese Formen tetraploide Organismen mit der Grundzahl 6 
sind. Die Kenntnis des Pachytins gestattet von der zytologischen Seite 
her einen Hinweis auf dieses Problem. Eine gewisse Schwierigkeit bei 
der Analyse des Genoms von Solanum lycopersicum liegt darin, daB eine 
exakte Identifizierung einiger Chromosomen nur mit groBer Miihe 
durchgefiihrt werden kann, weil diese anscheinend 2mal im Genom vor- 
handen sind. Tatsachlich sind die Unterschiede zwischen den Chromo- 
somen der Paare Nr. 2 und 3, 4 und 5, 8 und 9, 10 und 11 relativ gering, 
und es erscheint bei einer rein zytologischen Betrachtungsweise auf Grund 
einer Reihe gemeinsamer Ziige in den Bauplanen der oben genannten 
Chromosomenpaare durchaus als méglich, daB die Chromosomen dieser 
Paare friiher einmal Homologe gewesen sein kénnen. Eine Genom- 
mutation miBte irgendwann in der Phylogenie von Solanum lycopersicum 
den tetraploiden Zustand herbeigefiihrt haben. Fiir die restlichen Chro- 
mosomen des Genoms sind keine klaren Verwandtschaftsbeziehungen 
mehr zu ermitteln. Sie miiBten sich starker bis zu ihrer heutigen Form 
verandert haben. Natiirlich kann die Ahnlichkeit der oben angefiihrten 
Chromosomen ebensogut rein zufalliger Natur sein. Exaktere Befunde 
lieBen sich erst durch eine Untersuchung des Pachytins einer Haploiden 
erbringen. 


III. Die Untersuchungen des Pachytins von Solanum lycopersicum 
nach der Einwirkung von Réntgenstrahlen. 

Die Wirkung der Roéntgenstrahlen als mutationsauslésendes Agens 
ist seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Bear- 
beitung. Soweit es sich dabei um Fragen der Chromosomenmutationen 
handelt, sind — mit Ausnahme der Arbeiten an Drosophila — vor- 
nehmlich mittlere und spite meiotische und mitotische Stadien unter- 
sucht worden, im wesentlichen Meta- und Anaphasen, allenfalls noch 
spite Prophasen. Der Vorteil dieser Stadien liegt in der Ubersichtlich- 
keit der Kerne, die es gestattet, alle aufgetretenen Chromosomen- 
mutationen quantitativ zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit soll nun 
ein friihes meiotisches Stadium, das Pachytién, in seiner Reaktion auf 
die Einwirkung von Réntgenstrahlen untersucht werden. 


Das Pachytan der Pollenmutterzellen ist fiir die Analyse von Chromo- 
somenmutationen besonders gut geeignet, denn hier zeigt sich die 
Chromosomenstruktur so deutlich wie in keinem anderen meiotischen 
oder mitotischen Entwicklungsstadium. Dazu kommt noch, da8 durch 
die Paarung der Homologen alle durch Umbauten oder Stiickverluste 
aufgetretenen Unterschiede zwischen den Homologen in Form ab- 
weichender Paarungsfiguren deutlich in Erscheinung treten. Die durch 
die hohe Chromosomenzahl in diesem friihen meiotischen Stadium 
bedingte Uniibersichtlichkeit der meisten Pachytinkerne léBt eine 
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quantitative Auswertung des Pachytaéns von Solanum lycopersicum nicht 
zu. An Hand der Pachyténanalyse kénnen aber exakte qualitative Fest- 
stellungen tiber die aufgetretenen Chromosomenmutationen gemacht 
werden, vor allem im Hinblick auf die Lage der Bruchstellen in den 
Chromosomen. 

Die Untersuchungen von PotitzER (1924), PexargeK (1927) und 
MarqQuaRDT (1938) haben einen klaren Unterschied der Réntgen- 
wirkung auf Ruhekerne und auf Teilungskerne ergeben. Es seien zu- 
nachst die Untersuchungen von Pachytinkernen angefiihrt, die als 
Ruhekerne mit Dosen von 500—1000r bestrahlt wurden. 


a) Das Pachytiin nach der Bestrahlung primeiotischer Ruhekerne. 

Die Meiosis von Solanum lycopersicum lauft nach OHLENDORF (1944) 
in 3—4 Tagen ab, wir miissen also bei der relativ langen Dauer der 
friihen meiotischen Prophase fiir die Entwicklung vom prameiotischen 
Ruhekern bis zum Pachytan etwa 3 Tage veranschlagen. Die Antheren 
der vorliegenden Versuchsreihe wurden daher nach 2, 3 und 4 Tagen 
fixiert. Die Pollenmutterzellen, deren Kerne zum Zeitpunkt der Fixie- 
rung das Pachytan durchliefen, befanden sich somit zum Zeitpunkt der 
Bestrahlung mit Sicherheit im Stadium prameiotischer Ruhekerne. Als 
Folge der Bestrahlung des Ruhekerns treten im Pachytin alle Kon- 
figurationstypen auf, die auf Grund von Bruch und Rekombination der 
freien Bruchflaichen und der nachfolgenden Paarung der homologen 
Chromosomensegmente zu erwarten sind (Tabelle 4, 8.325). Den weitaus 
groBten Anteil an den aufgefundenen Chromosomenmutationen haben 
die reziproken Translokationen, die im Pachytén in Form der Kreuz- 
konjugationen auftreten. Die Zahl der Inversionen und Deletionen ist 
sehr gering. In einer Reihe von Deletionsfiguren konnte eine inhomologe 
Paarung der partnerlosen Chromosomenabschnitte festgestellt werden. 

Besondere Beachtung verdient ein Aberrationstypus, dessen Deutung 
wichtige Aufschliisse iiber die Entstehung von Chromosomentrans- 
lokationen geben kann. Es handelt sich dabei, wie Abb. 14 zeigt, um 
dreischenkelige Paarungsfiguren. Die Feinstruktur der gepaarten 
Chromosomenteile stimmt bei den Partnern auf das genaueste tiberein, 
so daB die Homologie dieser Teile auBer Frage steht.* Es liegt-also hier 
nicht, wie.bei den T-Konfigurationen von Zea Mays (McCuintock 1933) 
eine Paarung nichthomologer Chromosomensegmente vor. Auch die 
, dreistrahligen Figuren‘‘, die Ernst (1938) bei Antirrhinum fand und 
die durch die Reaktion einer freien Bruchflache mit einem normalen 
Chromosomenende zustande gekommen sind, haben nur eine morpho- 
logische Ahnlichkeit mit den hier gefundenen Konfigurationen. Unseren 
Figuren liegt eine 3-Bruch-Restitution zugrunde, ander aber nicht Chroma- 
tiden, sondern Chromosomen beteiligt sind: Die Figur ist so zu deuten 
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(Abb. 14): Von den beiden Homologen eines Pachytanbivalents (1—2 
und 1’—2’) ist ein Chromosom ungeschadigt geblieben (1’—2’), das 
andere (1—2) ist durch die Wirkung der Rontgenstrahlen gebrochen. 
’ Die beiden Bruchflachen dieses Chromosoms sind mit den Bruchflichen 
zweier anderer Chromosomen verheilt, die aber, und das ist das Besondere 
dabei, 2 Homologe sind, die genau im gleichen Locus gebrochen sein 
miissen (3—4 und 3’—4’). In 28 von 41 Fallen war dieser Ort die Inser- 
tionsstelle. Durch die Rekombination der freien Bruchflachen kommen 
die beiden halbhomologen translozierten Chromosomen 1—4 und 2—4’ 





' Abb. 14. 3-Bruch-Restitution, an deren Bildung das Satellitenbivalent beteiligt ist. 

Bruchstelle fiir das Satellitenchromosom (1—2) mit Sicherheit, fiir die anderen beiden 

Homologen (4,4’) mit groBer Wahrscheinlichkeit in der Insertionsstelle (Erlauterungen im 
Text). (500 r, fixiert nach 3 Tagen.) 


zustande. Durch die Konjugation dieser beiden translozierten Chromo- 
somen mit dem ungeschadigten Chromosom 1’—2’ entsteht sodann die 
dreischenklige Pachytanfigur, wie sie in 17 Fallen in unseren Réntgen- 
versuchen aufgefunden wurde. AuBer dieser 3-Bruch-Restitution miissen 
in einem derartig geschadigten Kern noch 2 gepaarte Chromosomen- 
fragmente (83—3’) vorhanden sein, die durch Restitution ihrer Bruch- 
flichen ein Isochromosom bilden kénnen. Sie konnten jedoch wegen 
der Uniibersichtlichkeit des Solanum-Pachytans nicht aufgefunden 
werden. Die 3-Bruch-Restitution mii&te in der Diakinese eine Dreier- 
figur, das Isochromosom ein geschlossenes oder offenes Univalent 
ergeben. 

Das merkwiirdige Zusammentreffen, da 2 Briiche, die an der 
gleichen Stelle zweier homologer Chromosomen auftreten, gleichzeitig 
mit den. beiden Bruchflachen: eines dritten Chromosoms rekombinieren, 
diirfte, wenn es zufalliger Art. wire, mit minimaler Haufigkeit auftreten. 
Tatsachlich: finden sich aber solehe Figuren relativ oft, sie liegen mit 
knapp 5% der Gesamtzahl. der aufgefundenen Aberrationen etwa‘in 
der gleichen Gré8enordnung. wie ‘die Deletionen. Eine: Deutung: dés 
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Zustandekommens derartiger Konfigurationen ist méglich unter Zu- 
grundelegung von 2 zuniachst hypothetischen Voraussetzungen: Es 
miissen bestimmte Chromosomenloci besonders bruchempfindlich sein, 
denn nur so ist es zu verstehen, daB 2 homologe Chromosomen im gleichen 
Locus brechen kénnen. Ein solcher Ort ist bei Solanum lycopersicum die 
Insertionsstelle, wie spaiter an Hand anderer Befunde gezeigt werden 
wird. Es.kommen jedoch auch andere Chromosomenloci in Frage, denn 
mehrfach ist deutlich nicht die Insertionsstelle der Ort des Bruches 
beider Homologer. Die Art der Rekombination setzt auBerdem eine 
gesetzmaBige riumliche Nahe dieser beiden Bruchflachen voraus, sonst 
kénnten sie nicht beide mit den freien Bruchflichen, die durch einen 
weiteren Bruchvorgang an einem dritten Chromosom entstanden sind, 
verheilen. Eine derartige Annaherung ergibt sich aber in der Meiosis 
regelmaBig durch die Chromosomenpaarung. Die zweite Voraussetzung 
ist also die, daB die Paarung der homologen Chromosomen zum Zeit- 
punkt der Rekombination schon vollzogen ist. Es ist-in diesem Zusam- 
menhang nun besonders interessant, daB die 3-Bruch-Restitutionen 
sowohl nach Bestrahlung des Pachytians als auch nach Bestrahlung des 
prameiotischen Ruhekerns gefunden wurden. Bei der Bestrahlung des 
Ruhekerns bedeutet das aber, da8 zwischen Applikation und Effekt eine 
bestimmte Zwischenzeit, im vorliegenden Falle etwa 2 Tage, eingeschoben 
ist. Diese Schwierigkeit, ware beseitigt, wenn die Konjugation der 
heterochromatischen Segmente bereits im praimeiotischen Ruhekern vor 
sich gehen wiirde. Die Zahl der Chromozentren im Ruhekern liegt aber 
deutlich héher als 12 und entspricht in der Uberzahl aller Kerne der 
diploiden Chromosomenzahl. AuBerdem 1aBt sich in iibersichtlichen 
Zygotaénkernen einwandfrei beobachten, daB sich die heterochromatischen 
Segmente der Homologen noch nicht gepaart haben. Nach Brown (1949) 
erfolgt die Paarung des Heterochromatins bei Solanum lycopersicum sogar 
erst im spaten Zygotiin nach der Konjugation der euchromatischen Enden. 
Die beabachteten Vorgdnge werden aber verstindlich durch die Annahme, 
dap die Réntgenstrahlen als primdére Wirkung zundchst kern- oder zell- 
physiologische Schidigungen zustande bringen, denen dann erst sekundir, 
im vorliegenden Falle im Pachytin, die Chromosomenbriiche folgen. 
AuBer den Kreuzkonjugationen, Deletionen, Inversionen und 3- 
Bruch-Restitutionen fanden sich in den Réntgenversuchen noch einige 
kompliziertere Figuren, an denen mehrere Bivalente beteiligt sein 
kénnen und deren Zustandekommen auf mehrere Restitutionsvorgange 
in der gleichen Konjugationsgruppe zuriickzufiihren ist. Sie sind in 
den Abb. 15—17 dargestellt. Eine Interpretation ihres Zustande- 
kommens ergibt sich aus den beigegebenen Schemazeichnungen. In all 
den Fallen, in denen die abweichenden Pachytinkonfigurationen Ein- 
blick in die Struktur: der: beteiligten Chromosomen gestatten, ist ihre 
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Identifizierung méglich. Es lassen sich in diesen Figuren die umgebauten 
Chromosomen von den ungeschadigten unterscheiden (vgl. Abb. 18), 











Abb. 15. Reziproke Translokation zwischen den Chromosomen Nr. 4 (1—2) und 9 (3—4).. 

Gleichzeitig ist im Chromosom Nr. 4 eine Inversion im Heterochromatin abgelaufen (Pfeil). 

Von den insgesamt 4 Briichen liegen 2 in den Insertionsstellen und 2 im Heterochromatin 
(500 r, fixiert nach 3 Tagen). 





Abb. 16. Eine reziproke Translokaticn zwischen den Chromosomen Nr. 7 (1—2—3) und 

10 (4—5). Gleichzeitig ist zwischen dem Chromosom Nr.7 und 2 nicht identifizierbaren, 

h 1 Chre (6—7—8) eine 3-Bruch-Restitution abgelaufen. Es sind also 

insgesamt 5 Briiche auf 4 Chromosomen zustande gekommen, von denen 2 in den Insertions- 
stellen und 3 im Heterochromatin liegen (700 r, fixiert nach 3 Tagen). 








Abb. 17. Dreischenklige Pachytanfigur mit. Konjugationsstérung. Nur 1 Schenkel der Figur 

(1—-1’) zeigt die normale Paralleikonjugation homologer Chr mente. Die 

Schenkel 2 und 3'sind mit Sicherheit nicht homolog. Der Figur liegt wahrscheinlich eine 
nicht reziproke Translokation zugrunde (500r, fixiert nach 3 Tagen). 





b) Die Bestrahlung des Pachytiins. 
Das Pachytin ist eines der lingsten meiotischen Stadien. Seine 
Dauer betragt unter den vorliegenden Versuchsbedingungen etwa 1 bis 
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1}/, Tage. Um einen Einblick in die Wirkung der Réntgenstrahien auf 
das Pachytaén zu gewinnen, wurden auch Knospen von Pflanzen dieser 
Versuchsreihe nach 6 Std fixiert. Das bedeutet, daB die Kerne, die zum 
Zeitpunkt der Fixierung im Pachytan stehen, sich auch zum Zeitpunkt 
der Bestrahlung bereits im Pachytén befanden. Wir finden in diesen 
bestrahlten Pachytaénkernen 3 Storungstypen, die im folgenden be- 
schrieben werden sollen, naémlich Chromosomenmutationen, _,,half 
starvation’ und lokale Entspiralisierungen gewisser euchromatischer 
Partien. 

Die Chromosomenmutationen. Als Folge der Bestrahlung des Teilungs- 
kernes erwarten wir an Chromosomenmutationen ausschlieBlich Frag- 
mentationen (MagquaRDT 1938). Merkwiirdigerweise wurden echte 
Fragmente im Pachytan nur auBerst selten angetroffen. Im gesamten 
Material traten nur 2 Fragmentationen in einem Bivalent auf, in dem 
beide Homologe in der Insertionsstelle gebrochen waren. Es handelte 
sich dabei jedoch um eine randstiandige Zelle im Quetschpraparat, und 
es ist sehr wahrscheinlich, daB diese ,,Fragmentation“ beim Anfertigen 
des Priparates zustande gekommen ist. Untersuchungen spéterer 
meiotischer Stadien (Diakinese und Telophase) erbrachten jedoch einen 
mit anderen Objekten durchaus vergleichbaren Prozentsatz von Frag- 
mentationen (11,3% in der Diakinese, 7,2% in der Telophase). Es liegt 
also keine besondere Resistenz von Solanum lycopersicum gegeniiber den 
Rontgenstrahlen vor. Die Fragmentationen sind ohne Zweifel auch im 
Pachytiin vorhanden, sie treten nur in diesem Stadium infolge der 
Parallelkonjugation der Homologen nicht in Erscheinung. 

Viel wesentlicher ist die Tatsache, daB auch nach Bestrahiung des 
Pachytins echte Chromosomenumbauten auftreten, und zwar alle Typen, 
die nach Marquarpt (1938, 1941) in der Mitose ausschiieBlich nach der 
Bestrahlung von Ruhekernen auftreten, nimlich reziproke Transloka- 
tionen, Deletionen, Inversionen und die dreischenkeligen Konfigura- 
tionen. Die Zahl dieser Aberrationen ist zwar im Vergleich zu den im 
Ruhekern induzierten Chromosomenmutationen sehr gering, sie ist aber 
doch so hoch, daB sie mit Sicherheit auf die Wirkung der Réntgen- 
strahlen wihrend des Pachytins zuriickzufiihren ist. An spontan auf- 
getretenen Aberrationen fand sich in der Kontrolle nur eine einzige 
Fragmentation. Im Réntgenversuch hingegen traten in einem Material 
von gleichem Umfang wie der Kontrolle 15 Krevzkonjugationen, 
1 Deletion, 1 Inversion und 3 Drei-Bruch-Restitutionen auf. Die Zahl der 
wirklich zustande gekommenen Aberrationen diirfte aber noch hoéher 
sein, weil ein groBer Teil der Aberrationen in den uniibersichtlichen 
Pachytankernen der Beobachtung entgeht. Irgendwelche Unterschiede | 
zwischen den im Pachytén und den im prameiotischen Ruhekern 
induzierten Chromosomenumbauten konnten nicht festgestellt werden. 
22 
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Die ,,half-starvation“. Eine zweite Erscheinung, die sich als Folge 
der Réntgenbestrahlung im 6-Std-Versuch fand, ist die half-starvation 
(DaRLINGTON 1947), also ein Mangel oder das véllige Fehlen von Des- 
oxyribose-Nukleinséure an einzelnen Chromosomenabschnitten. Die 
Erscheinung tritt bei Solanum lycopersicum sehr selten auf und ist nur 
im Heterochromatin sichtbar. In den ohnehin nur sehr schwach farb- 
baren euchromatischen Enden kann der Unterschied, den ein lokaler 
Nukleinséuremangel zustande bringt, nicht beobachtet werden. In den 
wenigen Fillen, in denen die ,,half-starvation‘’ beobachtet wurde, 
betraf sie nur eine sehr kurze Region eines der beiden Homologen oder 
auch der beiden gepaarten Chromosomen. Man hat zunichst den Ein- 
druck einer kurzen Deletion, stellt aber bei genauer Beobachtung fest, 
daB die beiden Chromosomenteile, die voneinander getrennt zu sein 
scheinen, durch einen manchmal kaum sichtbaren feinen Faden mit- 
einander in Verbindung stehen. In Abb. 5 betrifft die half-starvation 
eine etwas langere Chromosomenregion, und hier ist der Verbindungs- 
faden zwischen den beiden ungeschadigten heterochromatischen Partien 
des linken Chromosomenschenkels in Form einer Spirale sogar im Photo 
deutlich sichtbar (Pfeil). Es handelt sich bei dieser Spirale offenbar 
um die Chromonemen der beiden Homologen, die durch eine schwache 
Auflagerung von Nukleinsiure nur wenig farbbar sind. Um eine lokale 
Entspiralisation (unten) von euchromatischen Partien, die sich zwischen 
den Makrochromomeren befinden, kann es sich in diesem Falle nicht 
handeln, denn die schwach gefirbten Spiralwindungen sind deutlich 
sichtbar. Sie laufen der Anordnung der Makrochromomeren genau 
parallel, es hat sich also am Spiralisationsgrad des Chromosoms auch 
in der schwach gefirbten heterochromatischen Region nichts geaindert. 
Es liegt ohne Zweifel eine echte ,,half-starvation“ im Sinne DaRLING- 
TONS Vor. 

Lokale Entspiralisationen. Sehr haufig tritt, auch in den im Ruhekern 
bestrahIten Pollenmutterzellen, ein anderer Stérungstypus auf, der in 
seinem Erscheinungsbild eine gewisse Ahnlichkeit mit der half-starvation 
hat und in Form einer Auflockerung der heterochromatischen Mittel- 
segmente in Erscheinung tritt. Dabei bleibt im Gegensatz zur half- 
starvation die Zahl der Makrochromomeren unverandert erhalten, es 
wird lediglich die Aufspiralisation der kurzen euchromatischen Segmente, 
die im Zygotin zwischen den Makrochromomeren liegen, gelockert. Sie 
treten dadurch auch im Pachytin als euchromatische Briicken zwischen 
den Makrochromomeren wieder auf und bewirken die Auflockerung des 
Heterochromatins. 

Die sonst als Folge der ,,unspezifischen physiologischen Stérungen“ 
(Marquarpt 1949) nach der Bestrahlung von Teilungskernen reichlich 
auftretenden Verklebungen werden im Pachytin bei einer Fixierungs- 
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zeit von 6 Std nach der Bestrahlung nicht gefunden. Sie treten nur in 
Meta- und Anaphasen von Zellen auf, die 3'Tage nach der Bestrahlung 
fixiert wurden. 


c) Die Lage der Bruchstellen im Chromosom. 


Die Langsgliederung eines partiell heterochromatischen Chromosoms 
ist gegeben durch die morphologisch faBbaren Verschiedenheiten 
zwischen Euchromatin, Heterochromatin und Insertionsstelle. Es soll 
im folgenden festgestellt werden, ob diese 3 Chromosomenregionen in 
der gleichen Weise auf die Einwirkung der Roéntgenstrahlen reagieren 
oder ob sich Verschiedenheiten in der Resistenz gegeniiber der Bestrah- 
lung nachweisen lassen. Das Pachytan eignet sich fiir diese Unter- 
suchungen besonders gut, denn die Chromosomen sind in diesem Sta- 
dium noch wenig spiralisiert, und die Lage der Bruchstellen kann infolge 
der deutlich in Erscheinung tretenden Langsstruktur der partiell 
heterochromatischen Chromosomen exakt ermittelt werden. Ein 
weiterer Vorteil liegt darin, daB die Briiche unmittelbar nach ihrer Ent- 
stehung untersucht werden kénnen. Es werden dabei nicht nur die 
Aberrationen erfaBt, die spaiter Verteilungsstérungen bedingen, sondern 
alle Briiche, die zu sichtbaren Umbauten gefiihrét haben. 


Fir diese Untersuchungen ist es notwendig, in den anomalen Pachytan- 
konfigurationen die Lage der an der Restitution beteiligten Einzelbriiche auf den 
Chromosomen zu bestimmen. Die fiir eine Translokation notwendigen 2 Briiche 
kénnen auf beiden Chromosomen in der gleichen oder in verschiedenen Regionen 
liegen. Wenn die Bruchstellen nach euchromatischen, heterochromatischen und 
kommissuralen unterschieden werden, sosind 6 Kombinationsméglichkeiten gegeben : 

A) Beide Bruchstellen liegen in der Insertionsstelle. Der Kreuzungspunkt der 
Paarungsfigur liegt an den Insertionsstellen der 4 beteiligten Chromosomen, und 
die'4 Schenkel der Figur haben das Aussehen normaler Chromosomenschenkel 
(Abb. 18 und 19). 

B) Beide Bruchstellen liegen im Heterochromatin. Der Translokationspunkt 
liegt im heterochromatischen Mittelteil der Chromosomen, die an dieser Stelle 
etwas ausgezogen sein kénnen.. Dadurch kann ein Umbau ander Insertionsstelle 
vorgetauscht werden. Tatsachlich ]aBt sich aber bei 2 der 4 Schenkel in ihrem 
heterochromatischen Teil die Insertionsstelle nachweisen. A 

C) Beide Briiche liegen im Euchromatin. Zwei Schenkel der Figur sind rein 
euchromatisch, die beiden anderen beginnen am Kreuzungspunkt ebenfalls eu- 
chromatisch, setzen sich aber in 2 vollstandige heterochromatische Mittel- 
segmente mit je einer Insertion fort. 

D) Rekombination zwischen einer heterochromatischen Bruchstelle und einer 
solchen in der Insertion. Der Translokationspunkt fallt mit der Insertionsstelle 
des einen Chromosoms zusammen und zeigt oft eine deutliche Verzerrung an der 
Stelle des Partnerwechsels. Drei Schenkel der Konfiguration sind normale Chromo- 
somenschenkel, der 4. Arm zeigt in seinem heterochromatischen Teil eine Insertion. 

E) Rekombination zwischen einer euchromatischen Bruchstelle und einem Inser- 
tionsbruch. Zwei Schenkel sind normal, einer ist rein euchromatisch, der vierte 
beginnt am Kreuzungspunkt euchromatisch und setzt sich in einen vollstandigen 
heterochromatischen Mittelteil mit Insertionsstelle fort. 
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F) Rekombination zwischen einer euchromatischen und einer heterochromatischen 
Bruchstelle. Ein Schenkel der Paarungsfigur ist rein euchromatisch, der zweite ist 
ein normaler Chromosomenschenkel. Der 3. Schenkel der Figur beginnt hetero- 
chromatisch am Kreuzungspunkt, besitzt aber eine Insertionsstelle in seinem 
heterochromatischen Segment. Der 4. Schenkel schlieBlich besitzt ebenfalls einen 





Abb. 18. Kreuzkonjugation, der eine reziproke Translokation zwischen dem Satelliten- 
chromosom (1-—2) und dem Chromosom Nr. 4 (3--4) zugrunde liegt. Beide Bruchstellen 
liegen in den Insertionsstellen der aberrierten Chromosomen (500 Pr, fixiert nach 3 Tagen). 





Abb. 19. Reziproke Translokation zwischen den Chromosomen Nr. 2 und 3. 
Beide Bruchstellen liegen in den Insertionen (500 r, fixiert nach 3 Tagen). 


vollstandigen heterochromatischen Mittelteil mit Insertion, beginnt aber am 
Kreuzungspunkt euchromatisch. 


In Konfigurationen, deren Translokationspunkt bei beiden Chromosomen im 
Heterochromatin liegt, kann dieser durch eine lokale Entspiralisierung der zwischen 
den Makrochromomeren liegenden kurzen euchromatischen Partien etwas gedehnt 
werden. Er la8t sich dann morphologisch nur schwer von einem Translokations- 
punkt unterscheiden, der fiir beide translozierte Chromosomen in der Insertions- 
stelle liegt. Der Gruppe A wurden, um die hierdurch geschaffene Fehlerméglichkeit 
auszuschalten, nur diejenigen Kreuzkonjugationen zugeordnet, in deren 4 Schenkeln 
sich mit Sicherheit keine Insertionsstelle befand. 
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In gleicher Weise wurde die Lage der Bruchstellen von Deletionen und Inver- 
sionen ermittelt. Etwas schwieriger liegen die Verhaltnisse bei den oben beschrie- 
benen 3-Bruch-Restitutionen. Hier ist die Lage aller 3 Briiche nur dann mit Sicher- 
heit festzustellen, wenn besonders charakteristische Chromosomen des Genoms am 
Bau der Figur beteiligt sind, deren Identifizierung keine Schwierigkeiten bereitet. 
Oftmals 148t sich mit Sicherheit nur der Bruch des Chromosoms lokalisieren, 
dessen Homologes das ungeschadigte Chromosom der Figur darstellt. In den auf- 
gefundenen komplizierteren Aberrationen lie8 sich die Lage der Bruchstellen eben- 
falls ermitteln. 

Die oben angefiihrten 6 theoretisch méglichen strukturellen Typen von 
Kreuzkonjugationen wurden in unserem Material aufgefunden. Das Zahlen- 
verhaltnis, in dem sie auftreten, zeigt jedoch eine starke Férderung der Kombi- 
nationen, bei denen der Translokationspunkt mit der Insertionsstelle zusammen- 
fallt (Tabelle 4). Vori insgesamt 299 analysierbaren Kreuzkonjugationen gehéren 


Tabelle 4. Ubersicht iiber die in den Réntgenversuchen nea 








Pachytinkonfigurationen. 
Konfigurationstypen 
Gesamt- 
zahl der Kreuzkonjugationen 
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Die zur Gesamtzahi noch fehlenden 9 Kreuzkonjugationen konnten infolge der 
Uniibersichtlichkeit der betreffenden Kerne nicht so exakt analysiert. werden, 
da8B ihre Einordnung in die 6 Klassen méglich war. 
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197 der Gruppe A an, auch auf die Gruppe D (eine Bruchstelle in der Insertion) 
entfallt ein relativ groBer Anteil (49 Fille). 

Im Gesamtmaterial unserer Réntgenversuche wurden 346 Chromosomen- 
mutationen mit insgesamt 718 Bruchstellen analysiert, von denen 697 mit Sicher- 
heit lokalisiert werden konnten. Aus der Tabelle 5 geht der Anteil der einzelnen 
Komponenten hervor. An Hand dieses Materials lassen sich zuverlassige Aussagen 
iiber die Verteilung der Bruchstellen auf die genannten 3 Chromosomenregionen 
machen. Es ist angebracht, die Bruchhaufigkeit dieser unterscheidbaren Regionen 
zunachst an einem besonders charakteristischen Chromosom des Genoms zu 
ermitteln. Fiir diese Untersuchungen ist das Satellitench besonders geeignet, 
denn es bietet im Hinblick auf unsere Fragestellung verschiedene Vorteile: Seine 
Identifizierung ist von vornherein gegeben, Fehlentscheidungen sind unmédglich; 
der Bruch 148t sich durch die klare Gliederung vor allem des heterochromatischen 
Teils des Chromosoms exakt lokalisieren, und die Insertionsstelle des Chromosoms 
ist im Normalfall lang ausgezdgen und dadurch gut sichtbar. Unmittelbar vor der 
Insertionsstelle liegen auf dem, dem Nukleolus zugekehrten Schenkel 2 Makro- 
chromomeren, die sich durch ihre GréBe deutlich von den anderen Chromomeren 
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dieser Region abheben. An ihnen kann man auch in den Fallen, in denen die 
Insertionsstelle nicht so charakteristisch ausgebildet ist, ihre Lage im Chromosom 
zuverlassig ermitteln. Ein weiterer Vorteii besteht schlieBlich noch in praparativer 
Hinsicht: Beim Herstellen des Quetschpraparates wird der Nukleolus oft etwas 
an die Peripherie des Kernraums gedriickt; er liegt dann mit dem heterochro- 
matischen Teil des SAT-Bivalentes frei und ist nicht mit den anderen Chromo- 
somen verkniuelt. Es werden deshalb Aberrationen, die im Satellitenchromosom 
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Jnsertionsstelle 
Abb. 20. Die Verteilung der durch Réntgenbestrahlung induzierten Briiche in 90 aber- 
rierten Satellitenchromosomen von Solanum lycopersicum. Auf der Ordinate ist die Anzahl 
der lokalisierten Bruchstellen, auf der Abszisse die Lage der Briiche im Chromosom ange- 
geber. Die Schemazeichnung unter der Abszisse gibt die Struktur des Satellitenchromosoms 
wieder. 


aufgetreten sind, oftmals auch dann noch beobachtet werden kénnen, wenn der 
Zustand des Kerns die Beobachtung der anderen Bivalente ausschlieBt. 

Unter den insgesamt vorgefundenen 346 Aberrationen befinden sich 
90 Figuren, an deren Bildung das Satellitenchromosom beteiligt ist. 
Bei allen lassen sich die Briiche dieses Chromosoms so exakt lokali- 
sieren, daB sie eine zuverlassige Grundlage fiir die Klarung der Frage 
nach der Bruchverteilung darstellen. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sind in der Abb. 20 zusammengestellt, die auBer der Zahl 
auch die Lage der Briiche innerhalb des Satellitenchromosoms enthilt. 
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Das unter der Abszisse gezeichnete SAT-Chromosom gibt schematisch 
dessen Bau wieder. Unter der Voraussetzung einer gleichmaBigen 
Bruchbeteiligung aller Chromosomenregionen diirfte keine Bevorzugung 
einer der 3 Regionen hinsichtlich der Bruchhiufigkeit vorliegen. Aus 
der Abbildung ergibt sich jedoch eindeutig, daB im Gegensatz zu den an 
Drosophila und auch an einer Reihe pflanzlicher Objekte ermittelten 
Befunden bei Solanum lycopersicum die Insertion beim Auftreten von 
Chromosomenbriichen gegeniiber den anderen Chromosomenregionen deut- 
lich bevorzugt ist. 74 Briiche, das sind 82,2% der Gesamtzahl, liegen in 
der Insertion. Der Begriff ,,Insertionsstelle“ ist jedoch in diesem 
Zusammenhang nicht identisch mit dem eigentlichen ,,Zentromer“, 
sondern umfaBt die nichtfarbbare Chromosomenregion beiderseits des 
Zentromers zwischen den beiden heterochromatischen Abschnitten des 
Chromosoms. Auch bei den anderen Chromosomen findet sich eine 
derartige Verteilung der Bruchstellen (Tabelle 5). Zusammenfassend 
ergibt sich, daB 73,2% aller lokalisierbaren Briiche des untersuchten 
Gesamimaterials in der Insertionsstelle liegen. 


Tabelle 5. Ubersicht iiber die Anzahl und Lage der lokalisierbaren Bruchstellen 
in den Pachytinkonfigurationen der Réntgenversuche. 
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Deletionen. ... . 14 28 28 9 12 7 26 2 
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Der Vergleich zwischen Hetero- und Euchromatin ergibt bereits 
zahlenmaBig eine schwachere Bruchbeteiligung des Euchromatins, die 
noch dadurch gesteigert wird, daB das Euchromatin in seiner Gesamt- 
heit in den Pachytaénchromosomen wesentlich linger ist als das Hetero- 
chromatin. Bei gleichmaBiger Verteilung mii&te die Zahl der Briiche 
im Euchromatin also héher sein als im Heterochromatin. Die Unter- 
suchungen ergaben aber einen um mehr als die Halfte niedrigeren Betrag. 
Die Anzahl der Briiche im Euchromatin kann jedoch nicht als eine 
vergleichbare Zahl angesehen werden, denn in den oft recht uniibersicht- 
lichen Pachytankernen werden gerade in den langen, schwach gefarbten 
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euchromatischen Enden zwangsliufig Bruchstellen leichter iibersehen 
werden als im Heterochromatin. Wie aber besonders die Verhiltnisse 
am Satellitenchromosom zeigen, bei denen von 90 Bruchstellen nur eine 
einzige im Euchromatin liegt, ist ein Unterschied ohne Zweifel vorhanden. 

Die Dosisabhangigkeit konnte bei der qualitativen Auswertung 
unserer Versuche nicht bestimmt werden. Ebenso sind zwischen Um- 
bauten, die im praimeiotischen Ruhekern, und solchen, die im Pachytan 
induziert wurden, keine Unterschiede aufzufinden. Den Tabellen wurde 
daher die Gesamtzahl der aufgefundenen Aberrationen zugrunde gelegt, 
unabhangig davon, in welchem meiotischen Stadium und durch welche 
Réntgendosis sie zustande gekommen sind. 

Die spiten Stadien der Meiosis. Fixiert man die spateren Stadien der Meiosis 
3 Tage nach der Bestrahlung, so handelt es sich um Zellmaterial, das zum Zeit- 
punkt der Bestrahlung bereits die meiotische Prophase durchlief. Auch in diesen 
Zellen finden sich die iiblichen Stérungen des ,,Primareffektes‘, d.h. fiir die 
1. Meta-, Ana- und Telophase in der Hauptsache Verklebungen und ihre Folgen, 
die nach MarquaRrptT (1938) als Matrixschadigungen anzusprechen sind. In Extrem- 
fallen kann die Verklebung einer Metaphasenplatte so stark sein, daB sich die 
Homologen nicht voneinander lésen. Es kommt aber in diesen Kernen trotzdem 
zu einer Polwanderung, bei der der ganze verklebte Chromosomenhaufen an einen 
Pol geht, und es entsteht eine Telophase mit nur einem Tochterkern. DaB es sich 
in diesen Fallen tatsichlich um echte Telophasen und nicht um verschobene Meta- 
phasenplatten handelt, ergibt sich daraus, daB die Spindel deutlich sichtbar ist 
und alle Chromosomen an einem Pol dieser Spindel liegen. Es handelt sich bei 
diesen Verklebungen also um einen ,,Primareffekt“‘, der wiederum nicht sofort, 
sondern erst 3 Tage nach der Einwirkung der Réntgenstrahlen in Erscheinung 
tritt, in einem Stadium also, in dem sich die Chromosomen mit einer Matrix 
umgeben haben und dadurch die Verklebung akut werden kann. So finden wir also 
hier wiederum, wie bei den oben beschriebenen 3-Bruch-Restitutionen, eine Ver- 
zégerung des Effektes. Wahrend der Interphase geben nun die Chromosomen ihre 
Matrix wieder ab, damit verschwindet die Ursache der Verklebung: der Telophasen- 
kern lockert sich auf. Da in diesem Interphasenkern die Reduktion der Chromo- 
somenzahl unterblieben ist, ist er diploid, enthalt 24 Chromozentren und ist von 
einem prameiotischen Ruhekern nur durch seine geringere GréBe und seine Rand- 
lage in der Pollenmutterzelle zu unterscheiden. 


D. Theoretischer Teil. 
I. Die Variabilitat der Pachytinchromosomen. 

Die Chromosomen besitzen in ihrem inneren Aufbau eine Lings- 
struktur, die nach den bisherigen Erkenntnissen konstant und fiir jedes 
Chromosom charakteristisch ist. Diese Individualitét schlieBt jedoch 
nicht ein, daB bestimmte Chromosomen in verschiedenen Kernen auch 
. in ihrer morphologischen Ausprigung absolut identisch sein miissen. 
Es ergeben sich vielmehr als Folge des Formwechsels der Chromosomen 
wahrend der Kernteilung im gleichen Entwicklungsstadium, etwa im 
Pachytiin, zum Teil recht erhebliche morphologische Differenzen 
zwischen identischen Chromosomen aus verschiedenen Kernen. Im 
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experimentellen Teil lieB sich zeigen, daB die Zahl der Makrochromo- 
meren unter den Strukturelementen des Chromosoms die gré8te Kon- 
stanz aufweist, wihrend Symmetrieverhiltnisse und Linge so stark 
variieren kénnen, daB die Identifizierung des Einzelchromosoms sehr 
erschwert, in Extremfallen sogar unméglich gemacht werden kann. In 
der Tabelle 3 wurde gezeigt, daB die in der Tabelle 2 wiedergegebene 
GroBenstaffelung der Chromosomen nicht in allen Kernen eingehalten 
wird. Beim Vergleich zweier bestimmter Chromosomen aus verschiedenen 
Kernen kann vielmehr das gegenseitige GréBenverhaltnis umschlagen. 
Fir diese Erscheinung sind 2 Ursachen méglich: 

1. Das GroBenverhialtnis zwischen 2 bestimmten Chromosomen kann 
beim Anfertigen des Quetschpraparates verschoben werden, wenn eines 
der beiden Chromosomen durch Druck oder Zug in seiner Laingsaus- 
dehnung verandert wird. Es ware in diesem Fall die in vielen Kernen 
beobachtete Verschiebung eine Folge der Prapariertechnik. 


2. Die Verschiedenheiten kénnen auch im lebenden Kern vor- 
handen sein. 


In Schnittpraparaten, bei deren Herstellung eine Verzerrung ausgeschaltet 
ist, kénnen keine Langenmessungen von Pachytanchromosomen durchgefiihrt 
werden. Andererseits ist eine Dosierung des Druckes bei der Herstellung von 
Quetschpraparaten in der Art, daB alle Zellen und Zellbestandteile in gleicher 
Weise belastet werden, nicht méglich. In allen Zellen, die nur gequetscht, nicht 
vollstandig zerstért werden, erfahrt das Chromosom keinen unmittelbaren Druck, 
denn die Nukleolen wirken, wie Messungen ergeben haben, in einem Quetsch- 
praparat als knapp 2 hohe Saulen, auf denen das Deckglas ruht. Der Quer- 
durchmesser des Heterochromatins eines ungequetschten Pachytanbivalents liegt 
mit 0,8—1 yu erheblich unterhalb der Nukleolenhéhe. Auf diese Weise kann die 
Lange des Chromosoms also nicht beeinfluBt werden. Viel wahrscheinlicher ist es, 
daB durch das Quetschen des Kerns Chromosomen, die ineinander verhakt sind, 
gedehnt werden kénnen, indem die bereits begonnene Spiralisation wieder gelockert 
wird. Fiir lange Chromosomen, die einen groBen Teil des Kerns durchziehen, ist 
dies sehr wahrscheinlich. In der Tabelle 3 wurde die Variabilitat des Langen- 
verhaltnisses aber gerade am Beispiel der beiden kleinsten Chromosomen des Ge- 
noms aufgezeigt. Sie sind mit einer Durchschnittslange von etwa 20 4 rund 5mal 
so lang wie der Durchmesser eines ungequetschten Nukleolus. Es ist kaum anzu- 
nehmen, daB die zum Teil beachtliche Verschiedenheit der Differenzen zwischen 
diesen beiden kleinen Chromosomen auf Quetscheffekte zuriickzufiihren ist. In 
gleicher Weise gilt dies auch fiir den Vergleich identischer Einzelchromosomen aus 
verschiedenen Kernen, wie die Untersuchungen iiber die Verinderung der Sym- 
metrieverhaltnisse gezeigt haben. 


Da durch die Praparationstechnik also nur ein Teil der Verschie- 
bungen im Langenverhiltnis der Chromosomen eines Kerns erklart 
werden kann, muB auch die zweite als méglich genannte Ursache gepriift 
werden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die aufgezeigten Differenzen 
bereits im lebenden Kern vorhanden sind. Das bedeutet aber, daB der 
SpiralisationsprozeB wohl fiir alle Chromosomen im Leptotin gleichzeitig 








330 WERNER GoTTscHALK: © 


einsetzt, daB aber der Ablauf der Spiralisation vom Kern nur in lockerer 
Weise gesteuert wird, innerhalb der nicht nur den Chromosomen, sondern 
sogar aréBeren Regionen innerhalb der Chromosomen cine gewisse Selb- 
stiindigkeit zugestanden werden mu. Das vorliegende Material und die 
Untersuchungsmethode reichen aber nicht aus, um iiber Einzelheiten 
dieses Vorgangs eine endgiiltige Aussage zu machen. 


II. Primar- und Sekundareffekt in der Meiosis. 

Die Wirkung mutationsauslésender Agenzien manifestiert sich in 
der Mitose in verschiedener Weise, je nachdem, ob Ruhekerne behandelt 
werden oder Kerne, die bereits die Teilung durchlaufen. Diese Unter- 
schiede sind von einer Reihe von Autoren fiir alle bisher bekannten 
mutagenen Agenzien nachgewiesen worden. So unterscheiden schon 
ALBERTI und PotirzerR (1923, 1924) und spater vor allem MARQuaRDT 
(1937, 1938) bei der Einwirkung von R6éntgenstrahlen auf pflanzliche 
Mitosen zwischen einem Primdreffekt, der bei der Bestrahlung von 
Mitosekernen zutage tritt, und einem Sekunddreffekt, dessen Wirkungen 
sich zeigen, wenn man den Ruhekern bestrahlt. Diese Unterschiede 
treten nicht allein nach Réntgenbestrahlung auf, sondern in gleichem 
MaBe bei der Einwirkung verschiedenartigster Agenzien auf die Zelle. 
Marquarpt (1949) bezeichnet alle diese Reaktionen der Zelle, in weit- 
gehender Ubereinstimmung mit La (1946), an Stelle des Primareffektes 
als ,,unspezifisch physiologische Stérungen“ und setzt die ,,Ruhekern- 
giftstérung“ dem friiheren Sekundireffekt gleich. Der tiefgreifendste 
Unterschied zwischen den beiden Effekten liegt darin, daB echte Chromo- 
somenumbauten, also Translokationen, Deletionen, Inversionen u. a. 
nur im Sekundareffekt auftreten, d.h. durch eine Beeinflussung des 
Ruhekerns induziert werden. Diese Meinung vertreten vor allem Mar- 
QUARDT (1937, 1938, 1949), Ernst (1938), KoLtLer (1947b) und Dar- 
LINGTON und Ko ier (1947). Der Primareffekt hingegen wird gekenn- 
zeichnet durch Verklebungen und eine Reihe anderer, weniger tief ein- 
greifender Erscheinungen. Nur die Fragmentationen finden sich sowohl 
im Primir- als auch im Sekundireffekt (MarquaRpT 1938). 

In neuerer Zeit hat Marquarpt (1949) nach der Einwirkung eines 
Athylurethan-KCl-Gemisches auf die meiotische Prophase von Paeonia 
tenutfolia jedoch echte Translokationen in geringen Prozentsatzen 
gefunden. Auch die durch das gleiche mutagene Gemisch von LINNERT 
bei Oenothera (1950a) und bei Zea Mays (1950b) induzierten Chromo- 
somenmutationen sind durch den Angriff der Substanzen im Pachytan 
zustande gekommen. Die Roéntgenversuche an Solanum lycopersicum 
haben nun ebenfalls ergeben, daB alle Formen echter Chromosomen- 
umbauten auch im Pachytin induziert werden kénnen. Die Aberrationen, 
die sich in diesen Kernen fanden, unterscheiden sich in keiner Weise von 
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denen, die durch Bestrahlung prameiotischer Ruhekerne erhalten wurden, 
sie treten bei Solanum lycopersicum nur sehr viel seltener auf. 

Uberraschend war die geringe Anzahl von Fragmentationen, die sick 
im Pachytén nachweisen lieB, obwohl sie ohne Zweifel auch dort vor- 
handen sein miissen. Die vollstandige Parallelkonjugation der homologen 
Chromosomen 1aBt die Fragmentationen im Pachytaén nicht sichtbar 
werden. Es bestehen gewisse Anzeichen dafiir, daB sich die beiden 
homologen Chromosomen wahrend des Pachytians nicht nebeneinander, 
sondern gewissermapen miteinander spiralisieren. In der Abb. 5 zeigt 
das rechts vom Nukleolus liegende Chromosom eine ,,half-starvation“‘ 
im Heterochromatin. Es ist aber offensichtlich durch die Wirkung der 
Réntgenstrahlen nicht alle Nukleinséure gelést worden, sondern es laBt 
sich noch eine Spirale erkennen, die wir als die durch eine geringe Auf- 
lagerung von Nukleinséure farbbar gewordenen Chromonemen inter- 
pretieren. Diese Chromonemen zeigen deutlich einen spiraligen Verlauf. 
Es ist aber nur eine Spirale sichtbar, deren Durchmesser jedoch nicht 
nur dem Querdurchmesser des Heterochromatins. eines Chromosoms, 
sondern dem des gesamten Bivalents entspricht. Die Chromonemen der 
beiden Homologen sind also offenbar eng parallel gelagert und fiihren 
den Vorgang der Spiralisation wahrend des Pachytians gemeinsam durch, 
sonst miBten 2 Spiralen nebeneinander sichtbar sein, von denen jede 
nur den Querdurchmesser eines Chromosoms hat. Nach dieser Vor- 
stellung wiirde die Spiralisation des Pachytanbivalents etwa in der 
gleichen Weise ablaufen wie die gemeinsame Spiralisation der beiden 
Chromatiden eines Chromosoms, also in der Form einer Anorthospirale. 
Eine Trennung der beiden Homologen nach der Konjugation ist bei 
diesem Spiralisationstypus leicht méglich. Es ware bei dieser eng 
benachbarten Lagerung der Chromonemen homologer Chromosomen 
auch die Chiasmenbildung, die waihrend des Pachytins vor sich geht, 
leichter vorstellbar. 

Diese Deutung wird noch dadurch gestiitzt, daB die in Abb. 5 sicht- 
baren Spiralwindungen offenbar eine Fortsetzung der Makrochromomeren 
darstellen, die lediglich schwacher gefarbt sind. Die Lagerung homologer 
Makrochromomeren erfolgt merkwiirdigerweise in der Mehrzahl aller 
Pachytanbivalente nicht genau senkrecht zur Lingsachse des Bivalents, 
wie das an sich zu erwarten wire, sondern etwas schrig dazu (Abb. 10, 
Chromosom Nr. 5; Abb. 11, Chromosom Nr. 12). Diese Beobachtung 
macht auch NaITHANI (1937) an Pachytanchromosomen von Hyacinthus. 
Er schlieBt daraus, daB die als ,,;Chromomeren‘‘ bezeichneten Gebilde 
gar nicht als Strukturmerkmale der Chromosomen vorhanden sind, 
sondern daB sie optische Schnitte von Spiralwindungen darstelien, die 
durch 2 ineinandergeschobene Spiralen in dieser charakteristischen 
Anordnung zustande kommen. Mit der oben vertretenen Ansicht laBt 
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sich die Seltenheit der Fragmentationen im Pachytan interpretieren: 
' Wenn eines der beiden Homologen durch eine Bestrahlung des Pachy- 
tains fragmentiert wird, so wird das Fragment durch den gemeinsam 
ablaufenden Spiralisationsproze8 am ungeschaidigten Homologen fest- 
gehalten und kann daher im Pachytan nicht als isoliertes Chromosomen- 
stiick in Erscheinung treten. Wir werden Fragmente nur dann erfassen 
k6nnen, wenn die beiden gepaarten Homologen durch die Einwirkung 
der Réntgenstrahlen an der gleichen Stelle gebrochen sind, so daB 
wirklich eine Abtrennung eines Stiickes vom Bivalent zustande kommt. 
In unserem gesamten Material fand sich dies nur in einem Fall, es waren 
beide Satellitenchromosomen in der Insertionsstelle fragmentiert. Dazu 
kommt noch ein anderer sehr wesentlicher Punkt: In keinem meiotischen 
Stadium wird bei der groBen Restitutionsfahigkeit freier Bruchflichen 
eine Restitution zum Normalzustand so leicht zu bewerkstelligen sein 
wie gerade im Pachytan. Hier bleiben durch den Vorgang der Parallel- 
konjugation die beiden Bruchflichen nicht nur nahe beieinanderliegen, 
sondern sie werden infolge der Spiralisation im Verlauf des Pachytiéins 
einander noch genihert. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, daB ein 
groBer Teil der im Pachytin abgelaufenen Fragmentationen innerhalb 
der 6 Std, die zwischen Bestrahlung und Fixierung liegen, zu Resti- 
tutionen gefiihrt hat. Nach Dariineton und KoLuer (1947) sind 
Fragmente in der Meiosis ohnehin wesentlich seltener als in der Mitose. 
DaB die angewandte Réntgendosis (300 r) hoch genug ist, um Fragmen- 
tationen herbeizufiihren, wurde an der Telophase nachgewiesen. 

Eine der typischsten Erscheinungsfcrmen des Primireffekts sind Ver- 
klebungen aller Art. In Pachytaénkernen wurden merkwirdigerweise 
keine Anzeichen von Verklebungen gefunden, auch nicht an den Inser- 
tionsstellen und den Chromosomenenden, die besonders zur Verklebung 
neigen (DARLINGTON und KoLuER 1947, Marquarpt 1949). Es ware 
zunichst denkbar, daB die Wahl des Fixierungszeitpunktes falsch war, 
daB also die Verklebungen kurz nach der Bestrahlung vorhanden waren 
und zum Zeitpunkt der Fixierung, also 6 Std nach dem Versuch, schon 
wieder riickgingig gemacht worden sind. Das scheint aber nicht der 
Fall zu sein. Nach Marquarpt (1938) sind Verklebungen vor allem 
auf eine Schidigung der Matrix zuriickzufiihren. Die Anlagerung von 
Matrixsubstanz nimmt aber im Verlauf der mitotischen und meiotischen 
Prophase zu (Straus 1939) und erreicht am Metaphasechromosom ihr 
Maximum. Es ware denkbar, daB die Pachytinchromosomen erst 
relativ wenig Matrixsubstanz angelagert haben und aus diesem Grund 
weniger zu Verklebungen neigen als die Metaphasechromosomen. Tat- 
sichlich treten Verklebungen in der Meta- und Anaphase auch noch 
3 Tage nach der Bestrahlung auf, es liegt also zwischen Behandlung 
und sichtbarer Wirkung eine relativ lange Zwischenzeit. Dies ist nur 
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so zu verstehen, daB die Ursache fiir die Matriaverklebung schon in einem 
frithen Stadium gesetzt wird, aber erst wirksam werden kann, nachdem die 
Matrix die fiir die Verklebbarkeit notwendige Konsistenz aufweist. Eine 
Verzégerung des Effektes haben wir aber auch bereits bei der Deutung 
der 3-Bruch-Restitutionen annehmen miissen, soweit sie im Ruhekern 
induziert worden sind. Dies gibt zumindest einen Hinweis darauf, daB 
die Réntgenstrahlen zunachst auf den physiologischen Zustand des 
Zytoplasmas einwirken und erst sekundér Veranderungen am Chromo- 
som herbeifiihren. 

Die half-starvation. Die ,,half-starvation‘‘ (DARLINGTON 1947) kenn- 
zeichnet sich dadurch, daB die Nukleinsdiureauflagerung an kurzen 
Chromosomensegmenten reduziert worden ist oder ganz fehlt. Nach 
AUERBACH (1943) kommt diesen von Nukleinsadure entblé8ten Chromo- 
somenloci der Wert von Fragmentationsvorstufen zu. Der gleichen Auf- 
fassung ist auch MarquarpDT (1941), wenn er achromatische Liicken in. 
Prophasechromosomen als ,,unvollstandige Fragmentationen“ bezeich- 
net, die dann im Verlauf der Anaphase und der damit verbundenen 
stirkeren Beanspruchungen der Chromosomen zu ,,vollstandigen Pie: 
mentationen“ werden kénnen. 

Bei Solanum lycopersicum lieB sich diese Erscheinung an Pachytin- 
chromosomen nachweisen, gleichgiiltig, ob sie im Ruhekern oder im 
Pachytan bestrahlt wurden. Im letzteren Fall muB der Vorgang, der zur 
half-starvation fiihrt, ein anderer sein: Hs unterbleibt nicht infolge der 
Bestrahlung die Nukleinsiiureanlagerung an bestimmten Stellen des Chromo- 
soms, sondern es kommt ihre Auflisung zustande; denn das Pachytin- 
chromosom war in seinem hetercchromatischen Teil bereits weitgehend mit 
Nukleinsiiure beladen. Dieses Auflésen von Nukleinsaure in bestimmten, 
haufig sehr eng begrenzten Chromosomensegmenten kénnte darauf hin- 
deuten, daB diese Regionen unmittelbar durch die Wirkung der Réntgen- 
strahlen geschadigt worden sind. Die Interpretation der Réntgenwirkung 
von DaRLINGTON und Ko.LuErR (1947), wonach die durch eine allgemeine 
Schidigung des Zytoplasmas hervorgerufenen Verainderungen sekundar 
sichtbare Wirkungen am Chromosom zustande bringen, kann allerdings 
nicht vollstandig ausgeschlossen werden. DaB es sich bei der an Solanum 
lycopersicum aufgefundenen half-starvation nicht um eine spezifische 
Reaktion bestimmter Strukturen des chromosomalen Grundgeriistes 
handelt, geht daraus hervor, daB homologe Teile zweier konjugierter 
Chromosomen, von denen anzunehmen ist, daB sie einen identischen 
Aufbau ihrer physiko-chemischen Struktur besitzen, in verschiedener 
Weise auf die Bestrahlung reagieren kénnen. Es kénnen beide Homologe 
an einander entsprechenden Stellen die half-starvation zeigen (Abb. 5), 
die Wirkung kann aber auch auf eines der beiden Homologen beschrankt 
bleiben. Findet die gleiche St6rung im Euchromatin statt, so bleibt sie 
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in diesem friihen Stadium in den schwach gefarbten euchromatischen 
Enden der Beobachtung entzogen. 


Ill. Die Frage nach der Spezifitat der Mutationsauslésung. 

Bei der Bearbeitung der Chromosomenmutationen ist, neben dem 
Ablauf des Chromosomenumbaus, die Verteilung der Bruchstellen iiber 
das Genom wie auch innerhalb des Einzelchromosoms von besonderem 
Interesse. Wahrend die Grundlagen zuniichst durch die Untersuchung 
réntgeninduzierter Mutationen erarbeitet wurden, hat die experimentelle 
Auslésung von Chromosomenmutationen spater auch auf Chemikalien 
und nichtionisierende Strahlen iibergegriffen. Dabei lieB sich feststellen, 
daB sich die Wirkung der verschiedenen mutagenen Agenzien im mikro- 
skopisch faBbaren Bild gleichartig manifestiert. 

Bei einer gleichmaBigen Beschaffenheit des Chromosoms und gleicher 
Resistenz aller Teile gegeniiber der schaidigenden Wirkung mutagener 
Agenzien miiBte man auf der Grundlage der Treffertheorie eine gleich- 
miBige GroBe der Treffbereiche und damit eine homogene Verteilung 
der Bruchstellen iiber das Genom und iiber das Einzelchromosom 
erwarten. Das Studium der Arbeiten, die sich mit diesem Problem 
beschaftigen, ergibt jedoch ein anderes Bild. Eine gleichméBige Bruch- 
verteilung iiber das gesamte Chromosom hinweg finden Voer (1948, 
Drosophila; Athylurethan + KCl), Marquarpt (1949, Paeonia; Athyl- 
urethan + KCl) und Forp (1949, Vicia faba; y-Strahlen). Eine Haufung 
der Briiche in den Chromosomenenden nach Roéntgenbestrahlung wird 
nachgewiesen von BAausER (1939) und KaurMANN (1939) an Drosophila, 
von MArQuarDT (1941, 1942) fiir Fragmentationen bei Bellevalia, von 
Swanson (1943) an T'radescantia und von DA CAMARA, WAGNER, GARDE 
(1949) an Triticum. 

Levirzky und Sizova (1934, 1935, Crepis capillaris), MARQUARDT 
(1942, 1-Bruch-Restitutionen bei Bellevalia) und Dgure. (1951, m- 
Chromosomen von Vicia faba) finden nach Réntgenbestrahlung eine 
Haufung der Briiche in den Mittelsegmenten langer Chromosomenschenkel, 
das gleiche weist Forp (1949) ebenfalls an den kleinen Chromosomen 
von Vicia faba fiir die Einwirkung von Senfgas nach. Untersuchungen 
an Drosophila (BAUER 1939, PRoKoFIEW4: 1939 a) ergeben nach Rontgen- 
bestrahlung eine Haufung der Briiche im Heterochromatin. In einer Reihe 
weiterer Arbeiten werden die insertionsnahen Chromosomenregionen als 
besonders bruchempfindlich erkannt. Nach R6ntgenbestrahlung: Pat- 
TERSON (1934, Drosophila), Krasgeyor und Rassuty (1935, Pisum), 
Sax und Maruer (1939, Tradescantia), Sax (1940, 7'radescantia), GILES 
(1940, T'radescantia), Marquarpt (1942, Translokationen bei Belle- 
valia), DA CAMARA, WAGNER, GARDE (1949, Triticum) und DEuFEL 
(1951, M-Chromosomen yon Vicia faba). Den gleichen Befund gibt 
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SrravB (1941) nach UV-Bestrahlung fiir Gasteria an. SchlieBlich finden 
einige Autoren eine deutliche Brucherhéhung direkt in der Insertions- 
stelle: KOLLER (1946, T'radescantia, Réntgenstrahlen), DARLINGTON und 
KouuerR (1947, T'radescantia, Senfgas) und AvERBACcH (1946, 1947a, 
Drosophila, Senfgas). 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daB eine generelle Beant- 
wortung dieser Frage nicht méglich ist, sondern daB an nahezu jedem 
Objekt andere Ergebnisse erzielt wurden. Es ist in diesen Arbeiten 
praktisch jede Chromosomenregion vertreten, in der Briiche bevorzugt 
auftreten kénnen. Die zu priifende Annahme, nimlich die gleichmaBige 
Verteilung der Briiche iiber das Chromosom, ist am seltensten realisiert. 
Daraus ergibt sich, daB fiir den gréBten Teil der bisher behandelten Objekte 
das Chromosom nicht als Einheit auf eine Schidigung reagiert, sondern 
dap verschiedene Regionen des Chromosoms eine verschiedene Resistenz 
gegeniiber dem schidigenden EinfluB eines mutagenen Agens aufweisen. 
Diese verschiedenartige Bruchverteilung hat zu einer Reihe von Theo- 
rien gefiihrt, in denen Unterschiede in der Verteilung der Nukleinsaiure 
(DARLINGTON und Ko uErR 1947), der Spiralisationsspannung (Sax und 
MaTHER 1939), der physiologischen Aktivitét (pa Camara 1949) u. a. 
als Ursachen fiir die Hiufung von Briichen in bestimmten Chromosomen- 
regionen angefiihrt werden. Die meisten dieser Hypothesen lassen sich 
nur auf den vom betreffenden Autor untersuchten Spezialfall anwenden 
und besitzen fiir die Befunde anderer Autoren an anderen Objekten 
keine Giltigkeit. 

Die Untersuchungen an Solanum lycopersicum ergeben eine hohe 
Bruchempfindlichkeit der Insertionsstelle. Der Vergleich zwischen 
Hetero- und Euchromatin ergibt auBerdem eine stirkere Bruchbeteili- 
gung des Heterochromatins. Diese Befunde stimmen bis zu einem 
gewissen Grade mit den Ergebnissen der R6ntgenversuche KoLLERs 
(1946) an Tradescantia und der Senfgasversuche DaRLINGTONs und 
Ko.uers (1947) ebenfalls an Mitosis und Meiosis von T'radescantia iiber- 
ein. Dort treten als Primédreffekte unmittelbar vor der Metaphase und 
in der Anaphase ausschlieBlich Zentromerschidigungen auf. Diese 
auBern sich zunichst in einer Dehnung der Insertionsstelle, die schlieBlich 
zum Bruch fiihrt, ein Vorgang, der an den hier untersuchten Pachytiin- 
chromosomen nicht beobachtet werden konnte. DarLineTon macht fiir 
die Bruchempfindlichkeit der Insertionsstelle in erster Linie die unter- 
schiedliche Verteilung der Nukleinséure am Metaphasechromosom ver- 
antwortlich. Im Verlaufe der Prophase lagert das Chromosom Nuklein- 
siure an. Die Anlagerung erreicht in der Metaphase ihr Maximum und 
stellt einen Schutz des Chromosoms gegeniiber der schidigenden Ein- 
wirkung der Strahlen bzw. Chemikalien dar, der sich aber nur auf die 
Chromosomenschenkel, nicht auf die Insertionsstelle auswirkt, an der ja 
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keine Anlagerung von Nukleinsaure erfolgt ist. DaB die Zentromerbriiche 
zeitlich mit der Einordnung der Chromosomen in die Aquatorialplatte 
zusammenfallen, bringen Dartincron und KoLier mit der physio- 
logischen Aktivitat der Insertionsstelle im Hinblick auf die Spindel- 
bildung in Zusammenhang. Bei der Einwirkung von Senfgas auf den 
Ruhekern und die meiotische Prophase finden sie diese Zentromerbriiche 
nicht, sondern es treten ,,fibre-breakages‘‘ auf, die den Chromosomenfaden 
zerschlagen, der in diesem Stadium bei einem euchromatischen Objekt 
gestreckt und nicht durch eine Nukleinsiureauflagerung geschiitzt ist. 

Die Ubertragung dieser Hypothese von DarLineton und KoLuER 
auf die Befunde an Solanum lycopersicum bietet einige Schwierig- 
keiten. Die physiologische Aktivitaét der Insertionsstelle kann fiir die 
Zentromerbriiche nicht herangezogen werden, denn die Briiche wurden 
im Ruhekern und in der meiotischen Prophase induziert, und gerade in 
diesen Stadien fanden DaRLIneTon und Ko.LueER bei ihren euchroma- 
tischen Objekten keine Zentromerbriiche. Bei den partiell heterochro- 
matischen Chromosomen von Solanum lycopersicum zeigt jedes der 
3 Strukturelemente dieser Chromosomen, namlich Insertionsstelle, 
Heterochromatin und Euchromatin, eine andere Resistenz gegeniiber 
der schidigenden Einwirkung der Réntgenstrahlen. Soweit es sich um 
den Vergleich der Bruchempfindlichkeit von Heterochromatin und Inser- 
tionsstelle handelt, kann die Dartinetonsche Hypothese bedingt ange- 
wendet werden. Der heterochromatische Teil eines Pachytaénchromosoms 
hat bereits eine starke Auflagerung von Nukleinsaure erfahren, die sich 
besonders an den sehr dicht gelagerten Makrochromomeren findet. Auch 
im prameiotischen Ruhekern liegt das Heterochromatin in Form der 
Chromozentren vor, d.h. maximal spiralisierter, nukleinséurereicher 
Chromosomenteile. Es ist dadurch erklarlich, daB schadigende Einfliisse, 
die auf die heterochromatische Region eines derartigen Chromosoms ein- 
wirken, zunichst die wesentlich ungeschiitztere und labiler erscheinende 
Insertionsstelle zerschlagen und die resistenteren heterochromatischen 
Partien nicht so stark zu schaédigen vermégen. Daraus resultiert der 
hohe Prozentsatz von Zentromerschaidigungen auch, im praémeiotischen 
Ruhekern und im Pachytan partiell heterochromatischer Chromosomen. 

In der Ubertragung der Dartincronschen Hypothese auf die Ver- 
haltnisse in partiell heterochromatischen Chromosomen wurde somit 
eine Méglichkeit gefunden, die héhere Bruchempfindlichkeit der Inser- 
tionsstelle gegeniiber dem Heterochromatin zu deuten. Diese Hypothese 
erklart jedoch noch nicht die héhere Bruchbeteiligung des Hetero- 
chromatins gegeniiber dem Euchromatin. Bei der groBen Chromosomenzah] 
von Solanum lycopersicum konnten die Euchromatinbriiche in den oft 
sehr uniibersichtlichen Pachytankernen nicht statistisch erfaBt werden, 
aber — wie die Untersuchungen am Satellitenchromosom beweisen — 
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ist im Euchromatin eine geringere Hiufigkeit als im Heterochromatin 
ohne Zweifel vorhanden. Sie wurde auBerdem von Baver (1939) und 
von PROKOFIEWA-BELGOVSKAJA (1939) an Drosophila nachgewiesen. 

Die weitgehend entspiralisierten euchromatischen Enden entbehren, 
vor allem im prameiotischen Ruhekern, jeden Schutzes. Sie miBten 
eigentlich gerade bei partiell heterochromatischen Chromosomen ganz 
besonders bruchempfindlich sein, zeigen aber in den Réntgenversuchen 
eine auffallende Resistenz. Eine Erklarung hierfiir ware gefunden, 
wenn Verschiedenheiten im chemischen Aufbau des im wesentlichen 
proteinhaltigen Grundgeriistes des Chromosoms die verschiedenartige 
Resistenz bestimmter Chromosomenteile bedingen. Im chemischen Auf- 
bau des Chromatins besteht nach CaspERsson (1940) zwischen Eu- und 
Heterochromatin insofern ein Unterschied, als das Euchromatin aus 
héheren Eiwei8en vom Globulintypus aufgebaut ist, wahrend das 
Heterochromatin in der Hauptsache niedere EiweiBe vom Histontypus 
enthalt. Das Chromonema besteht aus einer Kette aneinandergereihter 
EiweiBmolekiile. In dieser Kette sind die chemischen oder, physikalischen 
Bindungen zwischen den einzelnen Molekiilen Orte erhéhter Labilitat 
und stellen nach einer Vorstellung Kapians (1940) bevorzugte Angriffs- 
punkte fiir die schadigende Wirkung mutagener Agenzien dar. Wenn 
nun das Heterochromatin, wie CasPERSSON nachgewiesen hat, ‘aus 
niederen Kiweifen mit ktirzerer Kettenlaénge zusammengesetzt ist, so 
bedeutet das, daB infolge der Aufeinanderfolge einer gréBeren Anzahl 
kiirzerer Proteinmolekiile im Heterochromatin mehr Angriffspunkte fiir 
die bruchauslésende Wirkung vorbanden sind. Das Euchromatin hin- 
gegen besteht aus hoheren EiweiSen mit langeren Ketten, es werden also 
in einer euchromatischen Region von vornherein weniger Angriffspunkte 
als im Heterochromatin vorhanden sein. Die Wahrscheinlichkeit, daB ein 
Bruch eintreten kann, wird also niedriger sein als im Heterochromatin. 

Fiir die héhere Bruchempfindlichkeit der Insertionsstelle gegeniiber 
dem Euchromatin kénnten ebenfalls chemische Unterschiede verant- 
wortlich sein, denn die von Dar.tineton angefihrte physiologische 
Aktivitat der Insertionsstelle kann fiir die im Ruhekern bzw. im Pachy- 
tin induzierten Briiche nicht geltend gemacht werden, weil in diesem 
Stadium die Insertionsstellen praktisch noch funktionslos sind. Da iiber 
den chemischen Aufbau der Insertionsstelle noch nichts bekannt ist, 
bleibt diese Annahme vorlaufig hypothetisch. 


IV. Die Entstehung spentaner Mutationen. 

Die Untersuchungen an Solanum lycopersicum ergaben eine hohe 
Bruchempfindlichkeit der Insertionsstellen. Bei reziproken Trans- 
lokationen werden daher bevorzugt beide an der Translokation beteiligten 
Chromosomen in der Insertionsstelle gebrochen sein, das fihrt nach 
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der Restitution im Pachytén dazu, dab der Translokationspunkt mit 
den Insertionsstellen der 4 beteiligten Chromosomen zusammenfallt. Da 
nach den Untersuchungen von MarquarptT (1941) die in der Meiosis 
entstandenen Umbauten nur zum Teil zu lebensfihigen Nachkommen 
fiihren, erhalt die Frage, ob 2 translozierte Chromosomen, die infolge 
eines Bruches ihrer Insertionsstellen zustande kommen, in vollem MaBe 
funktionsfahig sind, ein besonderes Interesse. 

Nach Suarp (1934) und NesBex (1939) besteht die Insertionsstelle 
aus einer achromatischen Region, in deren Mitte 2 starker farbbare 
K6rperchen, die ,,kinetic bodies“ liegen. Diese Korperchen stehen wih- 
rend der Anaphasenwanderung der Chromosomen mit der Spindel in 
Verbindung. Es fragt sich nun, ob ein transloziertes Chromosom nur 
dann voll funktionsfahig ist, wenn Bruch und Rekombination in der 
Weise erfolgt sind, daB das umgebaute Chromosom wieder 2 ,,kinetic 
bodies‘ enthalt, oder ob die achromatische Region, die im ganzen als 
Insertionsstelle bezeichnet wird, ausreicht, um dem Chromosom seine 
normale Bewegungsfahigkeit zu geben. Diese ,,kinetic bodies“ sind nicht 
bei allen Objekten farberisch nachzuweisen, was nicht unbedingt 
beweist, daB sie bei diesen Objekten nicht vorhanden sind. Eingehende 
Untersuchungen hieriiber liegen von RuoapEs (1940) vor, der die 
,kinetic bodies‘‘ an Maischromosomen in keinem mitotischen und 
meiotischen Stadium beobachten konnte. Er nimmt deshalb an, daB 
beim Mais keine Differenzierung der Zentromerregion in wahrnehm- 
baren Strukturen vorhanden ist, denen eine spezifische funktionelle 
Bedeutung‘ zukommen kénnte. Gestiitzt wird diese Annahme durch 
Befunde von McCuintock (1938), aus denen hervorgeht, da8B beide 
Teile eines durchgeschlagenen Zentromers in normaler Weise funk- 
tionierten. SchlieBlich sind in diesem Zusammenhang noch die Unter- 
suchungen OsTERGRENs (1949) an Luzula purpurea zu erwaihnen. Die 
Chromosomen dieses Objekts besitzen keine morphologisch und physio- 
logisch besonders ausgepragte Zentromerregion, die Funktion. der Inser- 
tionsstelle ist vielmehr tiber die gesamte Lange des Chromosoms verteilt, 
es ist ein ,,diffuses Zentromer‘‘ vorhanden. Nach Roéntgenbestrahlung 
zeigen sogar Fragmente das gleiche normale Anaphaseverhalten wie 
ganze Chromosomen. Auch aus einem anderen Grunde sind Trans- 
lokationen, deren Translokationspunkt in der Insertionsstelle oder im 
Heterochromatin liegt, erhaltungsfahiger als solche, deren Translokations- 
punkt mitten im Chromosomenschenkel liegt. Durch die Chiasmen- 
bildung resultieren im letzteren Falle Verteilungsstérungen in der 
Anaphase durch das Auftreten von Mehrfachbindungen (OEHLKERs, 
LINNERT 1949, Marquarpt 1942). Auf Grund dieser Befunde ist es 
wahrscheinlich, daB die in den Insertionsstellen translozierten Chromo- 
somen voll funktionsfahig bleiben. 
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DARLINGTON und KOLLER (1947) weisen im Zusammenhang mit der 
hohen Bruchempfindlichkeit der Insertionsstellen von T'radescantia- 
Chromosomen darauf hin, daB diese Befunde die ersten experimentellen 
Analogien herstellen zu spontan abgelaufenen Briichen, die man bei 
Tradescantia und Tulipa festgestellt hat. Aus Untersuchungen von 
JAPHA (1939) am Viererring von Oenothera (Hookeri x Lamarckiana) im 
Diplotan ergibt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit, daB der Trans- 
lokationspunkt des in diesem Bastard vorhandenen Viererringes weit im 
Hetercchromatin liegen muB, das bedeutet aber in der Insertionsstelle 
oder doch in unmittelbarer Nahe davon. Somit ware auch bei Oeno- 
thera — einem partiell heterochromatischen Objekt — durchaus die 
Méglichkeit gegeben, daB den in dieser Gattung spontan abgelaufenen 
Chromosomenmutationen die gleichen Vorgainge zugrunde liegen, wie sie 
an Solanum lycopersicum durch die Wirkung der Réntgenstrahlen 
hervorgerufen worden sind. 


Zusammenfassung. 


1. Das Pachytéan von Solanum lycopersicum wird analysiert; es sind 
alle Chromosomen des Genoms identifizierbar. 

2. Die einzelnen Strukturmerkmale der Pachytaénchromosomen wer- 
den einer Untersuchung in bezug auf ihre Zuverlassigkeit fiir die Identi- 
fizierung von Pachytarichromosomen unterzogen. Dabei ergibt sich, 
daB Lange, Symmetrieverhiltnisse und Zahl der Makrochromomeren 
zum Teil erheblich variieren und die Identifizierung eines Einzelchromo- 
soms sehr erschweren kénnen. Es wird dabei offen gelassen, ob diese 
Variabilitaét ihre Ursache in Verzerrungen der Chromosomen beim 
Anfertigen des Quetschpraparates hat oder ob sie in vivo vorhanden ist. 
Untersuchungen an den kleinsten Chromosomen des Genoms sprechen 
jedoch fiir die letztere Annahme. Das wiirde bedeuten, daB die Spirali- 
sation der Chromosomen in den friihen meiotischen Stadien nicht 
zentral gesteuert wird, sondern daB den Chromosomen in der Geschwin- 
digkeit des Spiralisationsvorgangs eine gewisse Selbstandigkeit zuakommt. 

3. Es wird die Frage der Polyploidie des Objekts an Hand der Pachy- 
tinanalyse gepriift. Auf Grund einer Reihe struktureller Uberein- 
stimmungen zwischen 4 Chromosomenpaaren des Genoms ist es von 
einer zytologischen Betrachtungsweise aus méglich, daB Solanum lyco- 
persicum eine tetraploide Form mit der Grundzahl 6 ist. 

4. Durch Einwirkung von Réntgenstrahlen wurden Chromosomen- 
mutationen ausgelést und ihre Pachytankonfigurationen analysiert. 
Dabei ergab sich, daB sich alle Umbauten sowohl durch Bestrahlung des 
prameiotischen Ruhekerns als auch des Pachytiins induzieren lassen, es 
bestehen lediglich quantitative Unterschiede zwischen der Wirkungs- 
weise der Réntgenstrahlen auf diese beiden meiotischen Stadien. 
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5. AuBer den bekannten Aberrationen wurden als neuer Typus 
dreischenklige Konfigurationen gefunden und ihr Zustandekommen ge- 
deutet. Das gleiche gilt fiir eine Reihe komplizierterer Konfigurationen, 
an deren Zustandekommen mehr als 2 Chromosomen und eine gréBere 
Zahl von Briichen beteiligt sind. 

6. Bei der Untersuchung der Lage der Bruchstellen auf den Chromo- 
somen ergibt sich eine hohe Bruchempfindlichkeit der Insertionsstelle 
gegeniiber der Einwirkung von Réntgenstrahlen. Der Vergleich der 
Bruchverteilung zwischen Hetero- und Euchromatin ergibt eine groBere 
Beteiligung des Heterochromatins. Fiir die unterschiediiche Verteilung 
der Briiche im Chromosom wird in Anlehnung an eine DarLineTonsche 

‘Hypothese der Versuch einer Deutung der Verhiltnisse bei Solanum 
lycopersicum gemacht. Dariiber hinaus werden die im Verlauf der Arbeit 
gewonnenen Erkenntnisse auf den Ablauf spontaner Chromosomen- 
mutationen iibertragen. 


Herrn Prof. Dr. OzHLKERS danke ich herzlich fiir die Uberlassung des Themas 
und fiir sein Interesse am Fortgang der Arbeit. In gleicher Weise danke ich 
Fraulein Dr. Livnert fiir die Unterstiitzung, die sie mir wihrend meiner Arbeit 
gewahrt hat. 
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A. Einleitung. 


Die experimentelle Auslésung von Chromosomenmutationen hat im 
letzten Jahrzehnt, ausgehend von der klassischen Roéntgenmethode, 
eine betrachtliche Erweiterung erfahren. Ultrakurzwellen, ultraviolette 
Strahlen, Temperaturschocks, vor allem aber eine gréBere Anzahl von 
Chemikalien haben sich als mutagen erwiesen. Ihre Wirksamkeit ent- 
spricht dabei in manchen Fallen der Wirkung einer kraftigen Réntgen- 
dosis oder iibersteigt sie sogar. Der Vergleich der Effekte, die durch 
die Anwendung der verschiedenartigen physikalischen und chemischen 
Agenzien erzielt werden, erbringt, wie zahlreiche Arbeiten gezeigt haben, 
eine weitgehende qualitative Ubereinstimmung der cytologischen Be- 
funde. Um aber zu einer empirischen Basis zu gelangen, von der aus 
sich etwas tiber die Frage nach dem Ablauf der Vorginge aussagen laBt, 
die ihrerseits zu den Chromosomenumbauten fihren, ist es dringend 
erforderlich, auch die quantitativen Befunde zu erweitern. 

Nachdem wir in einer friiheren Arbeit (GortscHaLK 1951) die Wir- 
kung der Réntgenstrahlen auf praimeiotische Ruhekerne und auf das 
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Chromosomenmutationen im Pachytan von Solanum lycopersicum. 





Pachytén von Solanum lycopersicum untersucht haben, sind nunmehr 
in der vorliegenden Arbeit analoge Versuche mit Chemikalien durch- 
gefiihrt worden. Als Test fiir den Eingriff der Chemikalien wurde, 
wie in den Réntgenversuchen, neben der Anzahl und Art der aufgefun- 
denen Aberrationen vor allem die Verteilung der Bruchstellen auf die 
drei Lingselemente der betroffenen Chromosomen — Insertionsstelle 
(= Kinetochor), Hetero- und Euchromatin — verwendet. Damit ist 
ein exakter Vergleich der Réntgen- und Chemikalienwirkung méglich. 


B. Material und Methode. 


Als Versuchspflanzen dienten die Handelssorten ,,Sieger“ und ,,Rheinlands 
Ruhm“ von Solanwm lycopersicum. Als Chemikalien wurden einige von OEHLKERS 
(1943) als stark mutagen erkannte Substanzen verwendet, in der Hauptsache ein 
Gemisch von m/20 Athylurethan in Kombination mit m/200 KCl, daneben noch 
AICI, in Konzentrationen von 4/59 und 1/1999 Mol. Die Infloreszenzen wurden in 
40 cm Lange abgeschnitten, 12 bzw. 24 Std in die mutagene Substanzlésung 
gestellt und danach in flieBendes Wasser umgesetzt. In den Hauptversuchen 
wurden die Antheren 72 Std nach Versuchsbeginn in Carnoy 3:1 fixiert. Nach 
OHLENDORF (1944) dauert der Ablauf der Meiosis bei Solanum lycopersicum vom 
friihen Leptotan bis zum Pachytan etwa 2 Tage. Die 3 Tage nach Versuchsbeginn 
fixierten Pachytankerne befanden sich — unter der Voraussetzung, daB die Ent- 
wicklung in den Antheren der abgeschnittenen Infloreszenzen etwa normal weiter- 
lauft — demnach zum Zeitpunkt der Substanzeinwirkung im Stadium prameioti- 
scher Ruhekerne. Die Farbemethode wurde gegeniiber den vorjahrigen Versuchen 
(GOTTSCHALK 1951) etwas modifiziert: Es wurde wiederum das von GEITLER (1942) 
angegebene starke Eisessig-Karmingemisch verwendet, jedoch mit einem starkeren 
Eisenzusatz (1 cm* FeCl, auf 100 cm? EHisessig-Karmin). Die Antheren wurden 
vor dem Farben isoliert und angeschnitten. Auf diese Weise erreicht man nach 
8—10 Std eine kontrastreiche Farbung, die auch eine exakte Untersuchung des 
Euchromatins der Pachytanchromosomen gestattet. 

Optik: Winkel-Zei8 Standardmikroskop; Olimmersion 100fach; Okulare 8 und 
12,5fach; groBes mikrophotographisches Stativ von ZeiB. 


C. Experimenteller Teil. 


1. Vergleich der Chemikalien- und Réntgenwirkung 
auf das Pachytaén von Solanum lycopersicum. 


Wie sich in friiheren Untersuchungen zeigen lieB, ist das Pachytan 
von Solanum lycopersicum vollstandig analysierbar (GoTTSCHALK 1951). 
Die 12 partiell heterochromatischen Chromosomen des Genoms lassen 
sich an Hand der Lage und Struktur des Heterochromatins, der Lage 
der Insertionsstelle und der Lange der euchromatischen Enden identi- 
fizieren. Nach der Einwirkung mutagener Agenzien auf friihe meioti- 
sche Stadien treten im Pachytén Chromosomenmutationen in Form 
abweichender Konfigurationen auf, die bei genauer Kenntnis der Pachy- 
tiinchromosomen eine Lokalisation der entstandenen Bruchstellen der 
Chromosomen erméglichen. Auf diese Weise gelang es, von den nach 
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und Chemikalienversuchen aufgefundenen Pach 
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sowie tiber die Lage der Bruchstel 





Tabelle 1. Ubersicht iiber die in den Réntgen- 
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Roéntgenbestrahlung aufgetretenen 
Aberrationen insgesamt 346 Kon- 
figurationen zu analysieren und die 
Lage von 697 Bruchstellen zu ermit- 
teln (GoTTscHALK 1951). Es ergab 
sich dabei, daB die Lage der Bruch- 
stellen nicht der erwarteten zufalls- 
gemaBen Verteilung entsprach, son- 
dern da8 die -Insertionsstelle in 
hohem Ma8e _bruchempfindlicher 
war als die iibrigen Chromosomen- 
regionen (Tabelle 1). Der Vergleich 
zwischen Hetero- und Euchromatin 
erbrachte eine héhere Bruchemp- 
findlichkeit des Heterochromatins. 

Es war zu priifen, ob und inwie- 
weit die Wirkung der Chemikalien 
mit diesen Ergebnissen iiberein- 
stimmt. Es ergab sich zunichst, 
daB sich zwischen der Wirkung des 
Athylurethan-KCl-Gemisches und 
derjenigen des Aluminiumchlorids 
hinsichtlich der aufgefundenen Kon- 
figurationstypen und der Bruch- 
verteilung keine Unterschiede fest- 
stellen lieBen, die Ergebnisse der 
beiden Versuchsreihen wurden daher 
zusammengefaBt. Differenzen traten 
lediglich in der Haufigkeit der Aber- 
rationen, die sich in den analysier- 
baren Zellen der behandelten An- 
theren nachweisen lieB, auf; sie 
werden in einem besonderen Ab- 
schnitt behandelt. 


a} Anzahl und Art der aufgefundenen 
Chromosomenmutationen. 

Solanum lycopersicum  spricht 
sehr gut auf die verwendeten Che- 
mikalien an. Im Versuchsmaterial 
wurden insgesamt 716 Aberrationen 
gefunden, das ist mehr als die dop- 
pelte Anzahl der in den vorjahrigen 
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Chromosomenmutationen im Pachytan von Solanum lycopersicum. 


Réntgenversuchen analysierten Konfigurationen (Tabelle 1). An Ab- 
errationstypen fanden sich die gleichen wie nach Réntgeneinwirkung, 
auch der Anteil der verschiedenartigen Konfigurationen an der Gesamt- 
zahl der aufgefundenen Chromosomenmutationen entspricht etwa den 
Verhiltnissen nach Roéntgenbestrahlung. Den weitaus gréBten Anteil 





Abb. 1. Kreuzkonjugation, der cine reziproke Translokation zwischen dem Satelliten- 
chromosom (1—2) und dem Chromosom Nr. 5 (3—4) zugrunde liegt. Bruchstelle im Satel- 
litenchromosom in der Insertion, im Chromosom Nr. 5 im Heterochromatin. Die Insertions- 
stelle des Chromosoms Nr. 5 ist im linken Schenkel deutlich sichtbar (Pfeil). 
(m/20 Athylurethan + m/200 K(1, fixiert: nach 3. Tagen.) 


fs 
Pe, 
ia“ 
ie, 


Abb. 2. Inversion im Chromosom Nr. 4. Beide Bruchstellen liegen im Euchromatin des 
aberrierten Chromosoms. (m/20 Athylurethan + m/200 KCl, fixiert nach 3 Tagen.) 


nehmen wiederum die Kreuzkonjugationen ein (92,9%), es folgen 
3-Bruch-Restitutionen, Inversionen und Deletionen (Abb. 1 und 2). Auch 
einige komplizierte Figuren traten wieder auf, deren Zustandekommen 
aber gegeniiber den entsprechenden réntgeninduzierten Konfigurationen 
keine neuen Gesichtspunkte erbringt und die deshalb nicht gesondert 
behandelt werden sollen. Die Ubereinstimmung der Wirkung beider 
Agenzien zeigt sich besonders im Auftreten seltener Aberrations- 
typen, z. B. der 3-Bruch-Restitutionen. Sie sind — auBer bei Oenothera 
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(OxHLKERS 1943) — bisher nur an Solanum lycopersicum beobachtet 
worden und treten hier nach Réntgen- und Chemikalieneinwirkung 
in der gleichen GréBenordnung auf, néimlich mit einem Anteil von 
4,9 bzw. 4,0% an der Gesamtzahl der analysierbaren Konfigurationen. 


b) Bruchverteilung. 

Die Untersuchungen iiber die Verteilung der Briiche auf das Chromo- 
som wurden zunichst an 2 sehr charakteristischen Chromosomen des 
Genoms, dem Satellitenchromosom und dem Chromosom Nr. 11, durch- 
gefihrt. Die strukturellen Eigenarten dieser beiden Chromosomen 
heben sie deutlich von allen anderen Chromosomen des Genoms ab, 
und die exakte Lokalisation der Bruchstellen bereitet — besonders in 








Abb. 3. Die Pachytanchromosomen Nr. 1 (Satellitenchromosom) und Nr. 11 des Génoms 
von Solanum lycopersicum. Das Satellitenchromosom ist durch seine gesetzmaBige Lage 
zum Nukleolus identifiziert. Das Chromosom Nr. i1 besitzt als einziges Chromosom des 
Genoms einen dreigeteilten heterochromatischen Mittelteil. Die Zahlen tiber den 
heterochromatischen Partien geben die Anzahl der Makrochromomeren an. 


dem stark aufgegliederten Chromosom Nr. 11 — keine Schwierigkeiten 
(Abb. 3). 

Unter den in den Chemikalienversuchen insgesamt beobachteten 
716 Chromosomenmutationen war das Satellitenchromosom an der 
Bildung von 49 und das Chromosom Nr. 11 an der Bildung von 44 Kon- 
figurationen beteiligt. Diese Zahlen liegen, gemessen an der Gesamt- 
zahl der aufgefundenen Aberrationen, deshalb unter den theoretisch 
erwarteten Werten, weil fiir die folgenden Untersuchungen nur Figuren 
beriicksichtigt wurden, in denen nicht nur die Bruchstellen lokalisiert, 
sondern die beiden an der Bildung der Konfiguration beteiligten Chromo- 
somen auch identifiziert werden konnten. Von den 49 Briichen des 
Satellitenchromosoms liegen 41, das sind 83,7%, in der Insertionsstelle, 
weitere 8 (16,3%) im Heterochromatin. Im Euchromatin des Satelliten- 
chromosoms konnten keine Briiche nachgewiesen werden. Im Chromo- 
som Nr. 11 ist das Zahlenverhaltnis stark zugunsten des Euchromatins 
mit einem Anteil von 31,8% verschoben, es liegen jedoch noch immer 
29 Briiche (65,9%) in der Insertion. Diese Ergebnisse zeigen, daB die 
Insertionsstellen der Chromosomen von Solanum lycopersicum auch 
gegeniiber der Einwirkung von Chemikalien besonders bruchempfind- 
lich sind. 

In der Tabelle 2 ist die Wirkungsweise von Roéntgenstrahlen und 
Chemikalien auf die beiden obengenannten Chromosomen verglichen. 
Fiir jedes einzelne der beiden Chromosomen ergibt sich im Hinblick 
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Chromosomenmutationen im Pachytaén von Solanum lycopersicum. 


Tabelle 2. Vergleich der Verteilung réntgen- und chemisch-induzierter Briiche 
auf Insertionsstelle, Hetero- und Euchromatin der Chromosomen Nr. 1 (Satelliten- 
chromosom) und Nr. 11 von Solanum lycopersicum. 











Nummer — Verteilung der Briiche im Chromosom 
Muta: A or 
Cheek Sever ene lokalisierten | Hetero- Ku- 
Bruchstellen | J2sertion | chromatin | chromatin 





l Réntgenstrahlen 90 74 15 1 
(Satelliten- (82,2 %) (16,7 %) (1,1%) 
Chromosom) Chemikalien 49 41 


s 
(83;7%) | (16,3%) as 























Réntgenstrahlen 28 19 1 
i (67,8%) (3,6 %) (28,6 %) 
Chemikalien 44 29 1 14 
‘ | (65,9%) (2,3%) (31,8 %) 
erwartet 
Réntgenstrahlen| (bei gleich- 
+ Chemikalien | " maBiger 4 1 3 20 
11 (ohne Beriick- Bruch- 
sichtigung der | verteilung) 
Insertionsstelle) 
gefunden 24 (48) 2 22 


auf die Bruchverteilung eine weitgehende Ubereinstimmung von 
Réntgen- und Chemikalienwirkung. Vergleicht man hingegen die 
beiden Chromosomen miteinander, so treten auffallige Differenzen zu- 
tage, die sich jedoch nur auf die Chromosomen, nicht auf die Wirkungs- 
weise der verschiedenen Agenzien beziehen: Nach Réntgen- und Chemi- 
kalieneinwirkung sind im Euchromatin des Satellitenchromosoms Briiche 
sehr selten gefunden worden (1 Fall), waihrend das Heterochromatin 
mit einem Anteil von mehr als 16% an der Gesamtzahl der Briiche 
beteiligt ist. Im Chromosom Nr. 11 hingegen ist der Anteil der Briiche 
im Euchromatin — wiederum nach der Einwirkung beider Agenzien — 
iibereinstimmend sehr gro8B (etwa 30%), es finden sich aber nur wenige 
Briiche im Heterochromatin. Die Insertionsstelle zeigt bei beiden 
Chromosomen eine hohe Empfindlichkeit, die Differenz kann im Hin- 
blick auf den geringen Anteil, den die Insertion an der Gesamtlainge des 
Chromosoms hat, vernachlissigt werden. 





Da die beiden Chromosomen des Genoms in der gleichen Weise auf 
Réntgenstrahlen und auf die Chemikalien reagiert haben, ist die eben 
beschriebene Differenz zwischen den Chromosomen Nr. 1 und 11 wohl 
nicht zufalliger Art. Eine Erklarungsméglichkeit wire folgende: Das 
sehr lange Satellitenbivalent (durchschnittliche Linge im Pachytan etwa 
40 4) ist in diesem friihen meiotischen Stadium nur selten iiber seine 
gesamte Linge hinweg zu verfolgen, es ist meist mit den anderen Biva- 
lenten des Kerns verknauelt. In sehr vielen Kernen ist jedoch das dem 
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Nukleolus benachbarte Heterochromatin der beiden konjugierten 
Chromosomen mit der Insertionsstelle analysierbar. Es lassen sich also 
Briiche in dieser Region verhaltnismaBig leicht erfassen, wihrend Ab- 
errationen im Euchromatin in den meisten Fallen der Beobachtung ent- 
gehen werden. Das Chromosom Nr. 11 hingegen ist mit einer Durch- 
schnittslinge von 25 u sehr viel kiirzer und damit besser in allen seinen 
Regionen zu untersuchen. Briiche im Huchromatin werden also in diesem 
Chromosom leichter zu erfassen sein als im Satellitenchromosom. Die 
Differenz zwischen beiden Chromosomen im Anteil des Hceterochromatins 
an der Bruchhaufigkeit kénnte ihre Ursache darin haben, daB das 
Heterochromatin im Satellitenchromosom einen wesentlich héheren An- 
teil an der Gesamtlainge einnimmt als im Chromosom Nr. 11 (Abb. 3). 
Die heterochromatischen Partien der beiden Chromosomen verhalten 
sich in ihrer Lange etwa wie 3: 1, in einer heterochromatischen Region, 
die in ihrer Ausdehnung dem Heterochromatin des Satellitenchromo- 
soms entsprache, wire demnach im Chromosom Nr. 11 eine Bruch- 
beteiligung von 9—10% zu erwarten. Damit wiirde die aus der Tabelle 2 
ersichtliche Differenz zwischen der Bruchbeteiligung des Heterochroma- 
tins der beiden Chromosomen Nr.1 und 11 stark herabgemindert 
werden. 

Im folgenden sei noch etwas naher auf die Verhaltnisse im Chro- 
mosom Nr. 11 eingegangen. Den folgenden Berechnungen wurde die 
Summe der nach Chemikalien- und Réntgenbehandlung im Hetero- 
und Euchromatin lokalisierten Bruchstellen zugrunde gelegt. Die in der 
Insertionsstelle aufgetretenen Briiche sollen fiir diese Uberlegungen 
vollig unberiicksichtigt bleiben. 

Im Hetero- und Euchromatin des Chromosoms Nr. 11 wurden ins- 
gesamt 24 Briiche lokalisiert. Beriicksichtigt man das gegenseitige 
Langenverhialtnis der beiden Chromatinsorten und errechnet die Werte, 
die bei einer gleichmaBigen Bruchverteilung zu erwarten sind, so er- 
geben sich fiir die Insertion 1, fiir das Heterochromatin 3 und fiir das 
Euchromatin 20 Briiche. Die tatsichlich gefundenen Werte kommen 
mit 2 Heterochromatin- und 22 Euchromatinbriichen den Erwartungs- 
werten sehr nahe. Laft man also fiir die Beurteilung der Bruchbetetliguny 
der beiden Chromatinsorten die Insertion, deren hohe Bruchempfindlich- 
keit bei Solanum lycopersicum eindeutig erwiesen ist und fiir die offenbar 
besondere Gesetzmipigkeiten gelten, villig unberiicksichtigt, so ergibt sich 
fiir Hetero- und Euchromatin eine gleichmifige Bruchverteilung. 

Die Auswertung des gesamten Genoms hinsichtlich der Bruchver- 
teilung auf die 3 Chromosomenregionen erbringt in den Chemikalienver- 
suchen folgende Ergebnisse (Tabelle 1. rechts) : Von insgesamt 1463 Bruch- 
stellen wurden 80,4% in den Insertionsstellen, 8% im Heterochromatin 
und 11,6% im Euchromatin der aberrierten Chromosomen lokalisiert. 
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Chrornosomenmutationen im Pachytaén von Solanum lycopersicum. 


Lassen wir wiederum — wie beim Chromosom Nr. 11 — die Insertion 
unberiicksichtigt, so ist zwar die Ubereinstimmung mit den Erwartungs- 
werten fiir eine gleichmaSige Bruchverteilung nicht so groB wie beim 
Chromosom Nr. 11, eine statistisch gesicherte Differenz zwischen den 
erwarteten und den aufgefundenen Werten ist jedoch nicht vorhanden. 
Damit léB8t sich eine grobe Ubereinstimmung der Ergebnisse am ge- 
samten Genom mit den wesentlich exakteren Befunden am Chromo- 
som Nr. 11 konstatieren. 


Der Vergleich von Chemikalien- und Réntgenwirkung auf das gesamte 
Genom ergibt zunachst eine Ubereinstimmung in der hohen Bruch- 
empfindlichkeit der Insertionsstellen. Beziiglich des Anteils des Hetero- 
und Euchromatins scheinen jedoch Unterschiede in der Wirksamkeit: 
der beiden Agenzien vorzuliegen. Wahrend die beiden Chromatinsorten 
auf die Chemikalienbehandlung etwa gleichartig reagieren, zeigt das 
Heterochromatin nach Réntgenbestrahlung eine wesentlich héhere 
Bruchbeteiligung als nach der Einwirkung der Chemikalien. Die Diffe- 
renz ist mit einem P,,,, < 0,01 statistisch gesichert. Es muB8 jedoch 
beim Vergleich der Bruchempfindlichkeit der beiden Chromatinsorten 
darauf hingewiesen werden, daB infolge der geringen Farbbarkeit des 
Euchromatins und der hohen Chromosomenzahl des Objektes eine 
exakte quantitative Erfassung aller vorhandenen Briiche nicht médglich 
und damit eine gewisse Vernachlassigung der euchromatischen Chromo- 
somenregionen unvermeidlich ist. AuBerdem stehen die auf eine wesent- 
lich exaktere Weise gewonnenen Befunde am Chromosom Nr. 11 (Ta- 
belle 2) im Gegensatz zu diesen Ergebnissen. An Hand der vorliegenden 
Arbeit laBt sich somit nur ein Hinweis auf die Moéglichkeit einer ver- 
schiedenartigen Resistenz der beiden Chromatinsorten gegeniiber der 
Réntgen- und Chemikalienwirkung geben. Der Befund bedarf einer 
Bestatigung an einem weiteren Objekt mit distinkten heterochromati- 
schen Abschnitten bei geringerer Chromosomenzahl. 


c) Die Héufigkeit der Aberrationen in den behandelten Antheren. 


Um die Wirksamkeit der verschiedenen zur Anwendung gebrachten 
Chemikalien einerseits und mehrerer Konzentrationen der gleichen Sub- 
stanz andererseits vergleichen zu kénnen, wurde in behandelten An- 
theren der prozentuale Anteil der Pollenmutterzellen ermittelt, in denen 
sich Chromosomenmutationen feststellen lassen. Diese Untersuchungen 
werden durch die hohe Chromosomenzahl des Objektes sehr erschwert, 
deren Folge eine Uniibersichtlichkeit der Pachyténkerne ist. Nur in 
wenigen Zellen sind alle 12 Bivalente des Kerns so iibersichtlich gelagert, 
daB sich eine zuverlissige Aussage dariiber abgeben laBt, ob der be- 
treffende Kern eine Aberration enthalt oder nicht. 





350 WERNER GOTTSCHALK:: 


Nach der Verwendung des Athylurethan-KCl-Gemisches wurden bei 
einer Fixierungszeit von 3 Tagen nach Versuchsbeginn in 14% aller aus- 
gezihlten PMZ eine Chromosomenmutation je Kern nachgewiesen (Ta- 
belle 3). In den AICI,-Versuchen wurden verschiedene Konzentrationen 
zur Anwendung gebracht, um die fiir Solanum lycopersicum wirksamste 
Konzentration zu ermitteln. Nach der Einwirkung von m/50 AICI, 
wurden in 37% aller PMZ éine, in weiteren 4% zwei Chromosomen- 
mutationen je Kern gefunden. Nach Verwendung von m/1000 AICI, 
sank der Prozentsatz aberrierter Zellen auf 6,4% ab. Da wir in der 


Tabelle 3. Quantitative Avswertung der Chemikalienversuche 
an Solanum lycopersicum. 





Prozentsatz 
Audis der Pachytaénkerne 


| der aus- ohne mit 
gezihlten | Chromo-| 1 Chro- 
Pollen- | somen- |moscmen- 
mutter- mu- mu- m 
zellen tationen| tation tationen 


% % % 








m/20 Athylurethan + m/200KC! 200 85,5 14,0 0,5 
m/20Athylurethan + m/200KCI 200 87,0 12,5 0,5 

C 200 59,0 37,0 A 
125 93,6 6,4 


Leitungswasser- Kontrolie. . . 116 94,8 5,2 

















Leitungswasserkontrolle eine Mutationsrate von 5,2% fanden, muB mit 
der Méglichkeit gerechnet werden, daB die nach Einwirkung von m/1000 
AIC], vorgefundenen Chromosomenmutationen nicht durch das Alu- 
miniumchlorid, sondern durch den beim Abschneiden erlittenen Schock 
oder den darauffolgenden Nahrsalzmangel induziert worden sind. Die 
relativ hohe Mutationsrate in abgeschnittenen Kontrollpflanzen wurde 
bereits von STaNGE (1951) und von OEHLKERS und Linnert (1951) an 
Ocnothera nachgewiesen. 

Wenn auch die vorjahrigen Réntgenversuche nicht in dieser Weise 
‘ ausgewertet wurden, so laBi sich doch aus der Zahl der je Anthere auf- 
gefundenen Chromosomenmutationen ein grober quantitativer Vergleich 
zwischen Rontgen- und Chemikalienwirkung ziehen. Wahrend die Zahl 
der Aberrationen in einer réntgenbestrahlten Anthere in der GroBen- 
ordnung von etwa 5 bis maximal 20 lag, wurden in den chemisch behan- 
delten Antheren 10—60, in einem Fall sogar 121 Chromosomenumbauten 
je Anthere nachgewiesen. Die Wirksamkeit der verwendeten Chemi- 
kalien, vor allem des AICI, in hoher Konzentration, iibertrifft also bei 
Solanum lycopersicum die Wirksamkeit einer Rontgendosis von 500 r 
um das Mehrfache. 
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2. Die Einwirkung von Chemikalien 
auf die spiteren meiotischen Stadien von Solanum lycopersicum. 
Fixiert man spatere meiotische Entwicklungsstadien, so finden sich 

die gleichen Einwirkungen wie nach Réntgenbestrahlung, im wesent- 
lichen also Verklebungen und ihre Folgen. Bei Versuchen, in denen wir 
ein Athylurethan-KCl-Gemisch 5 Tage lang in der Kaltekammer des 
Instituts auf die Versuchspflanzen einwirken lieBen, traten dariiber hinaus 
noch merkwiirdige Abweichungen in der Spindelbildung auf. Zunichst 
fanden sich sehr kleine, breit ausgebildete Spindeln mit normalem Ana- 
phaseverhalten der Chromosomen. 
Es traten jedoch auch sehr schmale, 
extrem in die Lange gestreckte Spin- 
deln auf (Abb. 4). Sie waren linger 
ais der Zelldurchmesser und lagen 
gekriimmt der Zellwand an. Im Ex- 
tremfall lagen die beiden Spindel- 
pole unmittelbar nebeneinander im 
Zellraum. Die Chromosomen wan- 
dern in diesen Spindeln niemals 
gleichzeitig an die Pole, sondern 
treten ihre Polwanderung ungleich- 

eas % ‘ Abb. 4. Schmale, extrem langgestreckte 
zeitig ausderAquatorialebeneheraus _ spindel nach Athylurethan-KCl-Behand- 
an, sie sind in der 1. Anaphase tiber lung. (Fixiert 5 Tage nach 
die gesamte Spindel verteilt. Die 
Folgen dieser abnormalen Spindelbildung traten in anderen PMZ in Er- 
scheinung: In einigen Zellen, die das Stadium der 1. Interphase durch- 
liefen, lagen die beiden: Tochterkerne nicht an 2 gegeniiberliegenden 
Polen der PMZ, sondern sie lagen ineinander, so daB eine Trennung der 
beiden Kerne nicht méglich war. Die extrem verlingerte Spindel und 
der Phragmoplast lagen nicht zwischen, sondern deutlich seitlich neben 
den beiden Kernen der Zellwand an, der Phragmoplast war in diesem 
Falle funktionslos. Es entsteht somit nur ein diploider Dyadenkern. 
Lauft die Meiosis in dieser Zelle zu Ende, so werden nicht 4 haploide, 
sondern 2 diploide Gonen entstehen. Tatsichlich wurden PMZ gefun- 
den, die einwandfrei die zweite meiotische Anaphase durchliefen, in 
denen aber nur eine Spindel vorhanden war. Sie war wesentlich breiter 
als eine normale Spindel und enthielt saémtliche Chromosomen der 
Zelle. Die Chromosomenzahl lieB sich nicht exakt feststellen, sie war 
aber wesentlich héher als 24. 
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D. Theoretischer Teil. 
Die Auslésung und Analyse von Chromosomenmutationen ist im 
vergangenen Jahrzehnt Gegenstand zahlreicher Arbeiten gewesen. Es 
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sind jedoch fiir die Krafte, die fiir die Bruchauslésung verantwortlich 
gemacht werden miissen, wie auch fiir den Mechanismus des Chromo- 
somenbruches und der Rekombination noch keine befriedigenden Er- 
klarungen gefunden worden. Die vorliegenden Untersuchungen sollen 
einen Beitrag zur Diskussion dieser Fragen liefern. Dabei gehen wir 
zunachst von der Tatsache aus, daB wir es bei Solanum lycopersicum 
mit einem Objekt zu tun haben, dessen Chromosomen partiell hetero- 
chromatisch sind und im Zusammenhang damit in der meiotischen 
Prophase 3 Regionen gut unterscheiden lassen, nimlich die Insertions- 
stelle, die heterochromatischen Mittelstiicke beiderseits der Insertion 
und die euchromatischen Enden. Als erste Frage sei die Verteilung der 
durch die Chemikalien ausgelésten Briiche auf diese 3 Chromosomen- 
regionen behandelt. 


1. Die Bruchverteilung auf die verschiedenen Regionen partiell 
’ heterochromatischer Chromosomen nach Chemikalieneinwirkung. 

Die zur Anwendung gekommenen Chemikalien wurden von OEHL- 
KERS (1943) als stark mutagen erkannt. Friihere Untersuchungen iiber 
die Wirkungsweise von Chemikalien hinsichtlich der Bruchverteilung 
iiber die ganze Linge einzelner Chromosomen haben ergeben, daB bei 
Drosophila (Voat 1948) und Paeonia (Marquarpt 1949) das Chromo- 
som in allen seinen Regionen den zur Anwendung gebrachten Chemi- 
kalien gegeniiber gleichartig reagiert. Bei Solanum lycopersicum hin- 
gegen 1a8t sich eine starke Bruchbevorzugung der Insertionsstelle fest- 
stellen. 80,4% der Briiche wurden in der Insertion gefunden, wahrend 
das Hetero- und Euchromatin nur mit 8 bzw. 11,6% bruchbeteiligt 
sind. Der Vergleich von Heterochromatin und Insertion ist dabei absolut 
sicher. Fiir dieses Verhalten sind zwei Erklirungsméglichkeiten ge- 
geben: Die Insertion kann speziell bei Solanwm lycopersicum durch eine 
von der Norm abweichende chemische Struktur besonders bruch- 
empfindlich sein. Diese Deutung ist wohl unwahrscheinlich, vielmehr 
‘méchten wir annehmen, daB die Insertionsstellen aller Objekte auf 
Grund ihrer tibereinstimmenden Funktion auch den gleichen oder 
mindestens einen ahnlichen chemischen Aufbau besitzen. Eine andere 
Méglichkeit ware die, daB die Empfindlichkeit der Insertionsstelle mit 
der partiell heterochromatischen Natur der Chromosomen von Solanum 
lycopersicum in Verbindung steht. Da das von Marquarpt (1949) 
untersuchte Objekt Paeonia rein euchromatische Chromosomen besitzt, 
ist es sehr wahrscheinlich, daB die Unterschiede dieser beiden Objekte 
in der Reaktionsweise der Insertion gegeniiber dem gleichen mutagenen 
Agens in der einerseits euchromatischen, andererseits partiell hetero- 
chromatischen Natur der Chromosomen zu suchen ist. Die Tatsache, 
da8B Voer (1948) fiir das stark heterochromatische X-Chromosom von 
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Drosophila eine gleichmaBige Bruchverteilung findet, widerspricnt 
dieser Annahme nicht unbedingt, denn dieser Befund ist nur schwer mit 
unseren Untersuchungen vergleichbar, weil es sich bei diesen Arbeiten 
um zytologische Untersuchungen nur der lebensfahigen Mutanten 
handelt. Wenn der zwischen Paeonia und Solanum lycopersicum kon- 
statierte Unterschied beziiglich der Resistenz der Insertion auf die 
Heterochromasie unseres Objektes zuriickzufiihren ist, dann miBten 
sich nach Chemikalieneinwirkung an anderen partiell heterochromati- 
schen Objekten analoge Befunde nachweisen lassen. Die entsprechen- 
den Versuche sind in Vorbereitung. 

DaRLINGTON und KoLuER (1947) finden nach Senfgasbehandlung 
an T’radescantia-Chromosomen ebenfalls eine hohe Bruchbeteiligung der 
Insertionsstellen, die aber nur dann manifest wird, wenn das Senfgas 
auf Metaphasechromosomen einwirkt. Die Autoren interpretieren dieses 
Verhalten damit, daB die in der Metaphase vorhandene starke Nuklein- 
siureauflagerung die Chromosomenschenkel vor dem Angriff der muta- 
genen Substanzen schiitzt, daB die Wirkung des Senfgases folglich nur 
an der ungeschiitzten Insertion ansetzen kann. Es soll ferner die durch 
die Spindelbildung und die Einordnung der Chromosomen in die Aqua- 
torialebene bedingte physiologische Aktivitét der Insertionsstellen im 
Sinne einer Bruchforderung in diesen Regionen wirken. Diese Deutung 
14Bt sich nicht ohne Einschrankung auf die Verhiltnisse bei Solanum 
lycopersicum iibertragen. Hier wurden die Briiche im prameiotischen 
Ruhekern induziert, damit entfallt das Moment der physiologischen 
Aktivitét der Insertionen. Die heterochromatischen Chromosomen- 
regionen, die in prameiotischen Ruhekernen in Form der Chromo- 
zentren vorliegen, weisen zwar bereits eine starke Nukleinséureanlage- 
rung auf, sie fehlt aber den langen euchromatischen Enden. Es miiBte 
also bei einer Beeinflussung des Ruhekerns das stark entspiralisierte, 
durch Nukleinsaure nicht geschiitzte Euchromatin eine ahnliche Labili- 
tat zeigen wie die ebenfalls ungeschiitzte Insertion. Das ist jedoch bei 
Solanum lycopersicum nicht der Fall. Die Untersuchung gerade dieser 
Frage st68t auf starke methodische Schwierigkeitén, weil die langen 
euchromatischen Enden der Pachytaénchromosomen schwer iibersehbar 
sind. Fiir eine endgiiltige Beantwortung dieser Frage ist die Anzahl der 
im Euchromatin lokalisierten Briiche (169 Bruchstellen = 11,6% der 
Gesamtzahl) noch zu gering, die Untersuchungen am relativ kurzen 
Chromosom Nr. 11, das auch in seinen euchromatischen Regionen gut 
zu tibersehen ist, beweisen jedoch, daB zwischen dem Bruchanteil von 
Insertion und Euchromatin sehr groBe, absolut gesicherte Differenzen 
vorhanden sind (Tabelle 2). Es ist also dringend notwendig, durch Be- 
arbeitung weiterer Objekte festzustellen, ob den an Solanum lycopersicum 
ermittelten Befunden eine allgemeine Giiltigkeit zukommt. 
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2. Der Vergleich von Chemikalien- und Réntgenwirkung 
auf partiell heterochromatische Chromosomen. 


Der Vergleich von Chemikalien- und Réntgenwirkung hat an Sola- 
num lycopersicum weitgehend iibereinstimmende Befunde erbracht. 
Analoge Ergebnisse weisen eine Reihe von Autoren an anderen Ob- 
jekten nach. Es sind in diesem Zusammenhang folgende Arbeiten zu 
nennen: DARLINGTON und KotuER (1947), Réntgenstrahlen und Senf- 
gas an Allium und Tradescantia; Voct (1948), Rontgenstrahlen und 
_ Athylurethan an Drosophila; OfHLKERS und MarquarptT (1949), Athyl- 
urethan an Paeonia; OEHLKERS und LInNERT (1949, 1951), Rontgen- 
strahlen, Athylurethan und Alkaloide an Oenothera; OEHLKERS, LINNERT 
und Stange (1951), Athylurethan, Aluminiumchlorid und Alkaloide an 
Oenothera; MarquarpT (1949), Putrescin an Paeonia; Drure. (1951), 
Réntgenstrahlen und Athylurethan an den kleinen Chromosomen von 
Vicia. Die Ergebnisse an Solanum lycopersicum sind deswegen von 
besonderem Interesse, weil die Wirkungsweise der verwendeten Agen- 
zien am Verhalten bestimmter, voneinander unterscheidbarer Chromo- 
somenregionen getestet worden ist. Tatsichlich la8t sich beim Vergleich 
der Resistenz von Insertion, Hetero- und Euchromatin gegeniiber der 
Réntgenbestrahlung und Urethan- bzw. Aluminiumchloridbehandlung 
zunachst an 2 besonders charakteristischen Chromosomen des Genoms 
eine volle Ubereinstimmung der Wirkungsweise dieser 3 Agenzien 
feststellen. Das Auftreten eines gleichartigen Effektes in 3 chemisch 
unterscheidbaren Chromosomenregionen, hervorgerufen durch 2 Ver- 
schiedenartige schidigende Prinzipien, wie sie Réntgenstrahlen und 
Chemikalien darstellen, 14Bt folgende Schliisse zu: 


a) Es miissen bestimmte Chromosomenloci besonders bruchempfind- 
lich sein. Neben den hochempfindlichen Insertionsstellen aller Chromo- 
somen von Solanum lycopersicum muB in diesem Zusammenhang auch 
die kurze euchromatische Region im heterochromatischen Mittelsegment 
des Chromosoms Nr. 1] genannt werden, der eine groBere Labilitat als 
den iibrigen euchromatischen Regionen zukommen diirfte. Die Anzahl 
der in diesem Chromosomenabschnitt lokalisierten Briiche ist jedoch fir 
eine endgiiltige Beurteilung noch zu gering. 


b) Es mu8 auch der. Wirkungsmechanismus der veraghiodenartigen 
Agenzien, der zum Bruch und zur Rekombination fiihrt, gleichartig sein. 
Diese Vorstellung.wird aber..am, leichtesten verstandlich, wenn wir als 
primaren Vorgang gine. zellphysiologische Stérung annehmen, die ‘einen 
nach Rontgen-..und,.Chemikalienbehandlung .gleichartigen- physiologi- 
schen. Zustand herbeifiihrt, der, sich.in. iibereinstimmender Weise.stérend 
auf die. Chromosomenstruktur .auswirkt. --Wir schlieBen uns. damit.den 
Auffassungen Marquarpts (1950) und OEHLKERS’. (1951) an.) 
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Das Problem der Resistenz von Hetero- und Euchromatin gegeniiber 
mutagenen Agenzien erscheint nach der vorliegenden Arbeit unter 
neuen Gesichtspunkten. Die vorjihrigen Réntgenversuche hatten eine 
starkere Bruchbeteiligung des Heterochromatins erbracht, es war aber 
auf die Schwierigkeiten, die der Vergleich der beiden Chromatinsorten 
in sich birgt, hingewiesen worden. Die schlechte Firbbarkeit des 
Euchromatins, vor allem aber. die durch die langen euchromatischen 
Enden und die hobe Chromosomenzahl des Objektes bedingte Uniiber- 
sichtlichkeit der Pachytaénkerne haben zwangslaufig eine Vernachlassi- 
gung des Euchromatins zur Folge. Exakte Aussagen kénnen am vor- 
liegenden Objekt tatsaichlich nur fiir den Vergleich Heterochromatin- 
Insertion gemacht werden. Um nun auch an Heterochromatin und 
Euchromatin zuverlassige Untersuchungen vornehmen zu kénnen, wurde 
in den diesjihrigen Chemikalienversuchen, nachdem die Anfarbung des 
Euchromatins verbessert worden war, ein besonders charakteristisches, 
relativ kurzes Chromosom des Genoms als Einzelchromosom untersucht. 
Hierbei ergab sich fiir Hetero- und Euchromatin eine gleichmaBige 
Bruchverteilung, es hat also den Anschein, als reagierten die beiden 
Chromatinsorten gleichartig auf die angewandten mutagenen Agenzien. 
Da die Auswertung des gesamten Genoms nach Chemikalieneinwirkung 
die gleichen Ergebnisse brachte, kann dieser Befund wohl als gesichert 
betrachtet werden. Er deckt sich nicht mit den Ergebnissen der vor- 
jahrigen Rontgenversuche, in denen eine starkere Bruchbeteiligung des 
Heterochromatins gegeniiber dem Euchromatin festgestellt wurde. Es 
148t sich an Hand der vorliegenden Untersuchungen nicht entscheiden, 
ob diese statistisch gesicherten Differenzen zwischen Chemikalien- und 
Réntgenwirkung tatsichlich vorhanden oder ob sie durch die objekt- 
bedingten Schwierigkeiten der Untersuchungsweise zustande gekommen 
sind. Die einzigen Befunde, die iiber einen Vergleich der Resistenz 
von Hetero- und Euchromatin bisher vorliegen, sind von BAvER (1939) 
und PRokoFIEWwA-BELGOvSKAJA (1939) an Drosophila erhalten worden. 
Die genannten Autoren weisen nach Réntgenbestrahlung eine starkere 
Bruchbeteiligung des Heterochromatins nach und kommen damit zu 
den gleichen Ergebnissen, die wir nach Bestrahlung von Solanum lyco- 
persicum erhalten haben (GoTTscHaLK 1951). MarquarpT (1951) hat 
an Oenothera die Wirkungsweise von Roéntgenstrahlen und Zephirol 
auf die hetero- und euchromatischen.Chromosomenregionen untersucht. 
Er findet nach Bestrahlung eine Haufung der Briiche.in der Zentromer- 
region, ahnliche Verhiltnisse scheinen auch nach Zephiroleinwirkung 
vorzuliegen. .Fiir einen .Vergleich. von Hetero- und Euchromatin ist: 
jedoch die Anzahl der lokalisierten. Bruchstellen zu gering. 

In der Literatur finden sich nur in wenigen Arbeiten Differenzen 
zwischen der Wirkungsweise von Chemikalien und R6ntgenstrahlen. 
oat 
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Forp (1949) weist in Vicia-Mitosen starke Unterschiede in der Bruch- 
verteilung nach y-Bestrahlung und Senfgasbehandiung nach. Ebenfalls 
bei Vicia findet Deuret (1951) in bezug auf die Bruchverteilung im 
Satellitenchromosom geringe Differenzen zwischen Réntgen- und Athy]- 
urethanbehandlung. SchlieBlich sind noch Untersuchungen von AUER- 
BACH (1950) an Drosophila zu nennen, in denen neben einer Reihe 
geringfiigiger Differenzen vor allem ein niederer Prozentsatz von Trans- 
lokationen nach Senfgasbehandlung gegeniiber den Réntgenwerten zu 
konstatieren ist. Nach den Untersuchungen an Solanum lycopersicum 
muB hier also noch die Méglickhkeit einer verschiedenartigen Resistenz 
von Hetero- und Euchromatin gegcniiber der Réntgen- und Chemi- 
kalienbehandlung angeschlossen werden, die jedoch an giinstigeren 
heterochromatischen Objekten bestatigt werden muB. 

Die Untersuchungen iiber das Zahlenverhaltnis von normalen PMZ 
und Kernen mit Chromosomenmutationen, die im AnschluB an die 
Chemikalienbehandlung im Pachytaén von Solanum lycopersicum an- 
gestellt wurden, erbrachten eine hohe Empfindlichkeit des Objektes 
gegeniiber dem Athylurethan-KCl-Gemisch und dem AIC], die ohne 
Zweifel héher ist als gegeniiber einer Réntgendosis von 500r. Diese 
Befunde stimmen mit den Beobachtungen von OEFHLKERS (1943, 1951) 
an Oenothera iiberein. Der Vergleich der Wirksamkeit von Athylurethan 
und AICI, erbringt bei den am hiesigen Institut untersuchten Pflanzen 
verschiedene Ergebnisse: OEHLKERS (1943) stellt bei Oenothera eine 
erheblich héhere Wirksamkeit des Athylurethan-KCl-Gemisches gegen- 
tiber dem AICI, fest; bei Verwendung verschiedener Konzentrationen 
von AICl, wurde bei gewissen, sehr niedrigen Konzentrationen ein 
Maximum der Wirkung erzielt. Wurzelspitzen von Vicia faba reagieren 
nach Devuret (1951) hingegen stirker auf AICl,- als auf Athyl- 
urethan KCl-Behandlung. Bei Solanum lycopersicum erbrachte die 
Verwendung von m/50 AICI, ebenfalls eine um mehr als das Doppelte 
héhere Mutationsrate als das m/20 Athylurethan in Kombination mit 
m/200 KCl; und héhere AlCl,-Konzentrationen erwiesen sich als wesent- 
lich wirksamer als niedere. Die Empfindlichkeit der Versuchspflanzen 
gegeniiber diesen beiden Chemikalien scheint also objektverschieden 
zu sein. 

Der stark mutagenen Wirkung des Aluminiumchlorids kénnte inso- 
fern Bedeutung zukommen, als das Aluminium ein Spurenelement des 
pflanzlichen Organismus ist und sich in Form seiner Verbindungen in 
groBer Menge auf der Erdoberfliche vorfindet. Es besteht somit die 
Moglichkeit, daB die von der Pflanze aufgenommenen Aluminium- 
verbindungen einen Anteil an der Auslésung spontaner Mutationen 
haben. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird die mutagene Wirkung von Athylurethan und Aluminium- 
chlorid am Pachytian von Solanum lycopersicum getestet. Nach der Aus- 
wertung von 1463 lokalisierten Briichen wird eine hohe Empfindlich- 
keit der Insertionsstelle gegeniiber den verwendeten Chemikalien fest- 
gestellt. Fiir Hetero- und Euchromatin ergibt sich eine gleichmaBige 
Bruchverteilung. 

2. Der Vergleich zwischen Réntgen- und Chemikalienwirkung er- 
bringt an 2 besonders charakteristischen Chromosomen des Genoms 
hinsichtlich der aufgetretenen Konfigurationstypen und der Bruch- 
verteilung eine weitgehende Ubereinstimmung der beiden Agenzien. 

3. Der zahlenmaBige Anteil der Kerne mit echten Chromosomen- 
umbauten an der Gesamtzahl der analysierten PMZ liegt nach der Ver- 
wendung eines Athylurethan-KCl-Gemisches bei 14,5%, nach m/50 
Aluminiumchlorideinwirkung sogar bei 41%. Damit iibersteigt die 
Mutationsrate der zur Anwendung gebrachten Chemikalien die Wirkung 
einer Rontgendosis von 500r auf Solanwm lycopersicum um das Mehr- 
fache. 
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THE MICROSTRUCTURE AND ORIGIN OF THE THREADLIKE 
BODIES ISOLATED FROM THE METABOLIC NUCLEUS. 
By : 
G. Yasuzumi1, G. Mryvao, Y. Yamamoro and J. YOKOYAMA. 
With 13 figures in the text. 
(Hingegangen am 21. Februar/6. April 1951.) 


Introduction. 

Fundamental problems of nuclear structure have proved difficult to 
solve with the classical methods of light microscopy, because colloidal 
organization of nucleus is extremely sensitive to chemical agents, and 
also the light microscope has its limited resolving power. Only success- 
ful application of the electron microscope can elucidate the details lying 
beyond the light microscope’s resolution. Much work has been done on 
the threadlike bodies isolated from metabolic nuclei during the last few 
years with the help of electron microscopes (HovaniTz 1947, CaLvET, 
SIEGEL and STERN 1948, Hovanitz, DENUEsS and SturRockK 1949, Lamp 
_ 1949, and Yasuzumi 1951). It is not possible here to give a detailed 
account of the previous studies in this field, but a brief summary and 
discussion has already been attempted by Yasuzumi (1951). 


The present paper is an.account of our experiments and conclusions 
concerning the structural details and origin of the threadlike bodies 
isolated from metabolic nuclei. While we believe that these experiments 
carry our knowledge of the microstructure of the metabolic nucleus: a 
good deal further, it is clear that much more work remains to be done 
before anything like a complete picture of the metabolic nucleus can 
be given. 


Materials and Methods. 

All the experiments to be described were carried out on the threadlike bodies 
isolated from erythrocyte nuclei of the tortoise Clenmys japonica. The threads 
were isolated in buffered physiological saline in a Waring blender at 3° C., which 
procedure consists essentially of a physical destruction of the cells, and a series 
of fractionations by centrifugation. We chose tortoise erythrocyte nuclei as 
material for these investigations, because the threads are comparatively resistant 
to the mechanical agitation. These threads are not so opaque to the electron beam 
as those of many other species, thus a detailed examination has been possible. 
The experiments on blood cell nuclei such as rabbit, guinea-pig, cock, domestic 
duck and toad showed that the threads are extremely sensitive to physical agents, 
and opaque to the electron beam of the energy of 6 X 104 electron-volts. 

The separated, fresh (unfixed) threads were mounted on formvar substrates 
and shadowed with chromium. A Shimazu electron microscope of the magnetic 
SM-1A type was used. in this experiment. 
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Results. 


We shall describe the results from the analyses of reproductions of 
electron micrographs. While the conclusions are based on detailed 


Fig. 1. 
" Fig. 2. 
Fig. 3. 





examination and measurement of almost five hundred plates, only a 
few reproductions can of course accompany the text. 

In the first series of experiments we have inspected the fine structure 
of the threads themselves without separating them into their constituent 
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elements. This survey clearly indicates the unique spiral organization 
which we can only expect to find in the threads with the help of an 
electron microscope. Fig. 1—4 represent whole or fragmented threads 
of various sizes and degrees of spiralization. The whole threads are 
about 0.2 to 0.54 wide, and 6 u or longer in length. In the lower part of 
Fig. 1 the thread appears to be relationally coiled, while in the other 
part it seems to be composed of two spirals running parallel to the 





Fig. 4. 


Fig. 1, 2,3 and 4. Whole and fragmented threads showing a pair of chromonemata which 
form a double-stranded spiral. 


longitudinal axis. In Fig. 2 the thread clearly consists of a double- 
coiled spiral in which the major spiral is double-stranded. The thread 
shows a longitudinal groove as can be seen in the middle part of Fig. 4. 
In Fig. 3 the surface of each spiral looks rough. If the threads mentioned 
above have a spiral structure in common, it illustrates the fact that 
the threads are constructed of a double-coiled spiral in which the major 
spiral is double-stranded, as Yasuzumi (1951) has already demonstrated 
in human and carp erythrocyte nuclei. The presence of relatively 
homogeneous kalymma, which closely envelops the chromonemata, 
would obscure the double-coiled spiral nature of all strands. The rough 
or groovelike appearance of the surface of coils seems to be an artifact 
produced by shrinkage from drying. 
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Fig. 5 and 6 represent a number or semilunar or irregular shaped 
bodies which are totally opaque to the electron beam, the diameter of 
the bodies being about 0.6 to 1.2; these proved to be chromatin 
granules, because analysis with an ordinary refractive microscope makes 
it certain that such granules are stained with Feulgen’s reagent and 

- methyl green. These chromatin granules are easily removed from the 
threads: The chromatin granules are found, as a rule, at the end of the 
isolated threads as shown in Fig.7. Here the surface of the body 
appears rough. From the shadowing angle and the length of the shadow 











Fig. 5. Fig. 6. 
Fig. 5 and 6. Isolated chromatin granules, 


it may be suggested that the opaque body occupying the end of the 
thread is an aggregate composed of a multitude of chromatin granules. 
In a second series of experiments we have sought electron micro- 
scopic evidence concerning the nature of the kalymma. Fortunately, 
we have obtained microphotographs permitting the identification of 
this structure. Fig. 7 indicates that the kalymma is a homogeneous 
membrane enclosing the chromonemata. The kalymma ist not easily 
demonstrated in electron micrographs, especially when it closely en- 
velops the much denser chromonemata. The presence of a kalymma 
will be confirmed only by adequate drying and shadowing of the speci- 
men. Each chromonema has also its own kalymma (Fig. 8). 
Yasuzumi (1951) called the substance imbedding the threads from 
human and carp blood cell nuclei the matrix. We prefer now to designate 
the membrane, enclosing tlie thread, as kalymma, and to use the term 
“chromonema kalymma” to describe the sheath of a single chromonema. 
In a third series of experiments separation of: the thread into its 
component parts has been attempted by treating the material in a 
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Waring blender for one hour. The kalymma is easily removed from the 
thread and the constituent chromonemata of the thread appear coiled, 
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Fig. 8. 
Fig. 7. An aggregated body composed of a multitude of chromatin granules, occupying 
the end of the thread at the left upper part of the Figure. Homogeneous kalymma enclo- 
sing the chromonemata at the left part of the Figure. A pair of chromonemata separated 
from the kalymma. 


Fig. 8. Chromonema kalymma enclosing a single chromonema. 


Fig. 9. Chromonema consisting of a twisted pair of fibrils. 


several systems of spiralization being detectable. As Yasuzumt (1951) 
has already described, the thread is composed of a pair of chromonemata 
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and each chromonema consists of two fibrils twisted around each other. 
Such twisting can be seen in Fig. 9 and 11 at the points marked by 
arrows. The apparent width of each fibril is about 80 my. Fig. 10 


Fig. 11. Enlargement of part of Fig. 10, to show the finer structure of the fibril. 





Fig. 10. Separated fibril. 












represents an unusually good example of a separated fibril, part of 
which is shown further enlarged in Fig. 11. A close examination of 
fibrils reveals their spiral structure. We believe that such a structure 
is produced by the coiling of a fine fibril to form long helices. 
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The partial separation of the filamentous constituents has been 
performed successfully by Waring blender treatment for 70 to 90 minutes. 
The constituent fibrils of the chromonema can be seen to ‘consist of 





Fig. 13. Bee 
Fig. 12 and 13. Chromofilaments of approximately 20 my in diameter and fine nodules 
with a range of 15 to 40 mz in diameter. Arrows indicate fine nodules. 


sub-units or filaments of approximately 20 my in diameter (Fig. 12 
and 13). 

Yasuzumi (1951) has used the term “chromofibril” for the fibrillar 
sub-units. But, “chromofilament” seems to be a better term than 
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“chromofibril’’. In view of the much more detailed information now 
available we consider it better to use the term fibre, fibril, and filament 
to describe the successive stages of sub-division. 

As is clear from Fig. 12 and 13 the chromofilaments can be especially 
well. seen in partially disintegrated fibrils. Perhaps their most striking 
feature is an apparent non-uniformity in diameter. They are differen- 
tiated in nodules of various sizes (comp. arrows in figs. 12 and 13) and 
in fine connecting filaments. The apparent diameter of the nodules is 
about 15 to 40 my. 


Diseussion. 


Previous studies of, and opinions on, the threadlike bodies isolated 
from various cell nuclei have been briefly summarized by Yasuzum1 
(1951) according to whom they are composed of the chromatin granules 
and chromatin threads, each of the latter ones consisting of a pair of 
chromonemata. In metabolic nuclei DNA is kept in store at the chro- 
matin granules, while the chromonemata are free, or at least contain 
little, of it. Moreover, it has been found that the chromonemata are 
appressed so as to form a double-stranded or pseudosingle-stranded 
spiral which frequently gives the appearance of a triple helix, and 
that each chromonema is again multiple, consisting of at least four 
chromofibrils of approximately 5 to 10 mu in diameter. 


Our photographs support the findings of Yasuzumi illustrating in 
more details the aforesaid composition. 


The well-defined threads composed of a pair of chromonemata 
apparently resemble in size, appearance and structure the chromosomes 
in telophase. Even if in electron microscopic observations we cannot 
estimate the number of the threads per nucleus, nor trace them to the 
prophase chromosomes, nevertheless, in view of the evidence of the 
continuity of chromosomes from one mitosis to another, we consider 
it, with some justice, appropriate to use the term “metabolic chromo- 
somes” to describe the threadlike bodies isolated from the metabolic 
nucleus. 

In the more detailed studies presented here, a longitudinal differen- 
tiation has been observed in the chromofilaments which are composed 
of fine nodules of various sizes and fine connecting filaments. As bio- 
logists we are interested in visualizing the structural equivalent in which 
genetic reactions are centered. Assuming that the genes are found in 
the chromosome as morphological units with a range of 10 to 20'my in 
diameter at maximum (GowEN and Gay 1933, and MULLER 1935). 
the nodules, being 15 to 40 mu in diameter, observed in the chromo- 
filaments presumably correspond to the elementary genetic units. If 
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the genes occupy a small fraction of the volume of nodules, then the real 
size of the elementary genetic unit would be correspondingly smaller. 

It is possible to illustrate the composition of the metabolic chromo- 
some isolated from the erythrocyte nuclei of tortoise as follows (Table 1): 


Table 1. The composition of the metabolic chromosome. 
Metabolic chromosome 


Aggregation of chromatin granules A pair of chromonemata Kalymma 


A double fibril Chromonema kalymma 


hs, 


A double chromofilament Kalymma (?) 


Nodules Connecting filaments 


- 


The observations recorded in the present paper may serve as a start- 
ing point for clarifying the probiem of the relationship which exists 
between metabolic chromosomes and chromosomes in division stages. 
The microstructure of mitotic chromosomes of somatic cells will be 
described in another paper in the near future. 


Summary. 

Shadowed electron micrographs show many details of the fine 
structure of threadlike bodies isolated from tortoise erythrocyte nuclei 
(comp. table 1). We consider it more appropriate to use the term 
“metabolic chromosome” to describe the threadlike bodies. 

Assuming that the genes are found in the chromosome as morpho- 
logical genetic units the nodules observed in the chromofilaments or 
a fraction of them presumably correspond to the genes. 
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